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l. INTRODUCCION 

La alfafetoproteína (AFP) de ratón es la proteína del suero mayoritaria durante el 
período fetal (niveles de mg/ml), descendiendo progresivamente tras el parto hasta 
valores sumamente bajos (µg/ml) en el adulto 1, 2 • 

La capacidad de la AFP de ratón y rata para ligar estrógenos con alta afinidad ha 
sido el punto de partida de numerosos estudios encaminados a esclarecer su papel en 
el crecimiento y diferenciación de los tejidos «blanco» de los estrógenos3, 4 • Aunque 
ha sido ampliamente aceptado que la localización de la AFP durante el período crítico 
para la diferenciación sexual del cerebro es extracelular, cuya finalidad es proteger el 
cerebro inmaduro de la hembra contra una excesiva estrogeneización (masculiniza­
ción)5, 6, experimentos realizados «in vi tro» empleando cerebro de ratón, han puesto 
de manifiesto que el estrógeno es esencial para el crecimiento y expansión de las 
neuritas7

• También la administración de estradiol durante este período es capaz de 
inducir cambios en la síntesis de aminoácidos, neurotransmisores y en la actividad 
eléctrica8 , 9 . 

La falta de una base morfológica que corrobore los datos bioquímicos antes 
expuestos, que apunten hacia una localización intraneuronal donde la AFP 
desempeñaría un papel activo, nos ha movido a desarrollar un procedimiento 
inmunocitoquímico con el fin de establecer su localización precisa. Cuestión que 
puede proporcionar la clave para esclarecer el papel fisiológico de esta proteína. 
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ll. MATERIAL Y METODOS 

Preparación de los cortes de tejido hipotalámico.-Se emplearon ratones albinos 
cepa NMRI, machos y hembras, que fueron sexados el mismo día del nacimiento de 
acuerdo con la distancia ano-genital. Los animales se sacrificaron por decapitación 
cervical y se diseccionó el área correspondiente al hipotálamo sobre una superficie 
refrigerada. A continuación el bloque hipotalámico se sumergió en el líquido de 
fijación (solución saturada de sublimado en formol neutro al 10 %) permaneciendo 
así 3, 4 días. Posteriormente se procedió a la inclusión en parafina y a l montaj e de los 
cortes (1 ·µ de espesor) a la albúmina glicerinada. Los cortes se desparafinaron y 
rehidrataron estando ya dispuestos para la reacción inmunológica. 

Preparación del suero anti-AFP marcado con el fluorocromo.-Partiendo de las 
Ig G anti-AFP, preparadas como previamente hemos descrito 10, el método seguido 
comprende las siguientes etapas: 

a) Combinación de las lgG con el isotiocianato de fluoresceína. Para lo cual se 
hizo reaccionar la disolución de lg G con una cantidad de isotiocianato equivalente al 
1/50 de su peso en medio alcalino (pH 9,25) durante cuatro horas. 

b) Separación del isotiocianato libre del ligado al anticuerpo por cromatografía 
en Sephadex G-25. Una vez empaquetado el gel de Sephadex en la columna Y 
equilibrado con Pbs• se aplicó la muestra. Inmediatamente una banda amarilla 
fuertemente teñida (complejos lg G-isotiocianato) se separa del fluorocromo libre 
que difunde más lentamente por el gel. Ambas fracciones se recogieron por separado 
con un colector LKB-Ultrorac 7000. 

c) Cálculo de la relación fluoresceína/ proteína. La proteína se cuantificó por el 
método de L0WRY et al. 11 y la fluoresceína por absorción a 493 m¡µ. 

Práctica de la reacción de inmunofluorescencia. - Sobre los cortes de tejido 
hipotalámico se colocó una gota de la disolución de lg G isotiocianato y se incubó 
durante una hora a 37° C en cámara húmeda. El anticuerpo no ligado se eliminó por 
lavados sucesivos con buffer Pbs y se investigó la localización de los complejos 
lg G-fluorocromo unidos al antígeno con un microscopio de fluorescencia Nikon 
Labophot 104, equipado con cámara fotográfica. 

III. RESULTADOS 

Para evidenciar la presencia de AFP en los cortes de tejido hipotalámico mediante 
inmunofluorescencia directa, fue necesario previamente la obtención de anticuerpos 
específicos contra la AFP marcados con un fluorocromo (isotiocianato de fluores­
ceína) • La preparación del antisuero contra la AFP se realizó de acuerdo con un 
procedimiento ya descrito 10, que permite purificar la fracción lg G hasta la 
homogeneidad electroforética (fig. 1). Las Ig G se marcaron con el fluorocromo, 
procediéndose a la separación del isotiocianato libre por cromatografía en Sephadex 

• Pbs (Phosphate buffered satine) : solución salina fisiológica tamponada a pH 7,3 con buffer fosfato 
sódico O, l SM. 
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Figura ) .-Electroforesis en gel de acrilamida (7 '7o de acrilamida) de las fg C anti-AFP purificadas. Los geles 

se tiíle ron con Coomas ie Blue . Anodo en la parle inferior y cátodo en la superior. 

G-25 (fig. 2). La proteína unida al isotiocianato (fracción 1) se recoge con el 
volumen-vacío y la posterior elución de la columna proporciona el íluorocromo libre 
(fracción 2). Ambas fracciones se recogieron por separado y se comprobó que 
únicamente la fracción 1 reaccionaba inmunológicamente con la AFP purificada. 
También se calculó la relación fluoresceína/ proteína, resultando ser 2,58 mol 
fluoresceína/mol Ig. El grado de marcaje obtenido es adecuado para la práctica de 
reacciones de inmunofluorescencia en cortes de tejidos, ya que las lg con menos de 
dos moléculas de íluoresceína dan reacciones poco sensibles y las muy marcadas 
(7 o más mol fluoresceína/ mol lg) a menudo conducen a falsas reacciones positivas 
por absorción no específica sobre el antígeno 12• 

La localización del antígeno (AFP) se llevó a cabo incubando las Ig G-isotiocianato 
de fluoresceína con los cortes obtenidos a partir de hipotálamos de ratones machos y 
hembras de un día de edad, tal como se describe en el apartado de material y métodos. 

-219 -



La presencia de AFP en el citoplasma de las células hipotalám icas , revelada por 
inmunofluorescencia directa (IF) , es perceptible incluso a bajos aumentos (x 100 y 
x400) siendo ya resolutiva la observación a xlOOO con objetivo de inmersión (fi gs. 3 
y 4) . La presencia de fluorescencia inespecífica fue descartada mediante los 
oportunos controles. Tampoco la posibilidad de reacción cruzada de l antisuero con 
otras proteínas, en particular la albúmina, justificaría la reacción positiva de IF ya 
que la monoespecificidad de las lg G-isotiocianato frente a la AFP había s ido 
comprobada previamente por inmunodifusión 13 e inmunoelectrofores is 14• 

En ambos sexos, diversos grupos de células hipotalámicas reacc ionaron posi ti va­
mente mostrando fluorescencia específica que se circunscribe a las neuronas 
(figs. 3 y 4), apareciendo también teñidos los vasos sangu íneos y débilmente 
fluorescentes los espacios extracelulares. Dentro de las células la localización de l 
antígeno es intracitoplasmática, contrastando la total ausencia de fluorescencia en e l 
núcleo con el halo brillante perinuclear extensivo a l resto del citoplasma. 
Observándose incluso (fig. 4) teñidos los segmentos iniciales de l axón y prolonga­
ciones dendríticas. 
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Figura 2.-Separación de los complejos lg G•isotiociariato de fluorocromo libre por cromalof!ra/ía er, 
Seplw dex G•25. Tras la incubación de las Ig G con el isoliocianalo la mezcla se a plicó a una co lumna de 
Scpahdex G·25. Al eluir con Pbs se o blie nen dos fracciones, la fracción 1, que conl iene los complejos 

lg C•isoliociana to, y la fracción 2 que únicament e contie ne íluorocromo. 
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Figura 3. -localización intracelular de la A FP t!n lru nt!uronru dt!l hipotálamo dt! ratón. En A se muestra un 
grupo de cé lulas que dan una reacción pos itiva, nótese la ausencia total de íluorescencia en el núcleo. 

B: de ta lle de A. 

IV. DISCUSION 

La localización intracelular de la AFP en el hipotálamo de ratón observada por 
nosotros, viene a corroborar que desempeña un papel activo en el crecimiento y 
diferenciación neurona l, suposición que hasta ahora se basaba únicamente en datos 
bioquímicos8 , 9 , pero no morfológicos. Estos hechos, unidos a la capacidad de la AFP 
para ligar estrógenos con alta afinidad 3, 4, ponen en duda que la función de la AFP en 
la diferenciación sexual del cerebro sea puramente pasiva por bloquear el estradiol 
c irc ula nte . Más bien su presencia intracelular sugiere que actúa como transportador 
de estradiol a l inte rior de las neuronas. Una vez en el citoplasma, tendría lugar una 
disociación de los complejos AFP-estradiol y la captación de éste por sus receptores 
de a lta afinidad, cuya presencia en el área hipotalámica ha sido demostrada por 
autorradiografía 15• De esta manera la AFP se convertiría en una proteína capaz de 
sumini stra r estradiol al cerebro en diferenciación, cuya presencia es necesaria tanto 
para el desarrollo del tipo masculino como femeninot6, y además, como reciente­
mente ha sido demostrado t7, ácidos grasos poliinsaturados (a.g. esenciales) cuya 
importanc ia es esencia l para el desarrollo del sistema nervioso. 
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Figura 4.-Grupo de cé/u/<l$ hipotalámic<l$ que reaccionan pos1trvamente. Al igual que en la figura 3, se 
aprecia que la localización del antígeno es intracitoplasmática. En B se muestra n con más de talle dos 
células positivas de A, observándose la extensión de la fluorescencia a las prolongaciones neuronales 

(flecha). 
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Una cuestión no resuelta a partir de los resultados aportados en esta publicación 
es s i la presencia intracitoplasmática de la AFP se debe a que es sintetizada por las 
propias células nerviosas o es un fi ltrado del plasma, posibilidad esta última 
pe rfectamente factible dada la permeabilidad de la barrera hemato-encefálica durante 

este período 18
• 

VI. RESUMEN 

Se ha investigado la localización de la AFP en el hipotálamo de ratón mediante 
inmunofluorescencia directa. Diversos grupos de células hipotalámicas reaccionan 
positivamen te mostrando flu orescencia específica. Dicha fluorescencia se circuns­
cribe al citoplasma, estando ausente en el núcleo. La localización intracelular de la 
AFP pone en duda el papel de la AFP como protector del cerebro de la hembra frente 
a los altos niveles de estrógenos circulantes durante el período crítico para la 

diferenciación sexual. 

EVIDENCE FOR INTRACELLULAR LOCALIZATION 
OF ALPHA-FETOPROTEIN (AFP) 
IN THE MOUSE HYPOTHALAMUS 

SUMMARY 

The morphological localization of the estrogen binding serum protein, alpha­
fetoprotein, has been s tudied in the mouse hypothalamus by direct immuno­
fluorescence. Positive staining for AFP was observed in sorne, but not ali of the 
hypothalamic neuros. These cells contained darkly stained cytoplasm with pale zones 
of nuclear sparing. The intraneuronal localization of AFP forces one to reconsider 
the generally he ld concept that AFP protect the female rodent brain against 
masculinization from the high oestrogens levels present during the critica! period for 
sexual differentia tion. 
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