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I. INTRODUCCION

La alfafetoproteina (AFP) de ratén es la proteina del suero mayoritaria durante el
periodo fetal (niveles de mg/ml), descendiendo progresivamente tras el parto hasta
valores sumamente bajos (ug/ml) en el adulto!, 2.

La capacidad de la AFP de rat6n y rata para ligar estrégenos con alta afinidad ha
sido el punto de partida de numerosos estudios encaminados a esclarecer su papel en
el crecimiento y diferenciacién de los tejidos «blanco» de los estrégenos?, 4. Aunque
ha sido ampliamente aceptado que la localizacién de la AFP durante el periodo critico
para la diferenciacién sexual del cerebro es extracelular, cuya finalidad es proteger el
cerebro inmaduro de la hembra contra una excesiva estrogeneizacién (masculiniza-
cién)s, ¢, experimentos realizados «in vitro» empleando cerebro de ratén, han puesto
de manifiesto que el estrégeno es esencial para el crecimiento y expansién de las
neuritas’. También la administracién de estradiol durante este periodo es capaz de

inducir cambios en la sintesis de amino4cidos, neurotransmisores y en la actividad
eléctrica®, 9.

La falta de una base morfolégica que corrobore los datos bioquimicos antes
expuestos, que apunten hacia una localizacién intraneuronal donde la AFP
desempefiaria un papel activo, nos ha movido a desarrollar un procedimiento
inmunocitoquimico con el fin de establecer su localizacién precisa. Cuestién que
puede proporcionar la clave para esclarecer el papel fisiolégico de esta proteina.
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II. MATERIAL Y METODOS

Preparacion de los cortes de tejido hipotaldmico.—Se emplearon ratones albinos
cepa NMRI, machos y hembras, que fueron sexados el mismo dia del nacimiento de
acuerdo con la distancia ano-genital. Los animales se sacrificaron por decapitacion
cervical y se diseccioné el 4rea correspondiente al hipotdlamo sobre una superficie
refrigerada. A continuacién el bloque hipotaldmico se sumergié en el liquido de
fijacién (solucién saturada de sublimado en formol neutro al 10%) permaneciendo
asi 3, 4 dias. Posteriormente se procedié a la inclusién en parafina y al montaje de los
cortes (1 n de espesor) a la albamina glicerinada. Los cortes se desparafinaron y
rehidrataron estando ya dispuestos para la reaccién inmunoldgica.

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

a) Combinacién de las IgG con el isotiocianato de fluoresceina. Para lo cual se
hizo reaccionar la disolucién de Ig G con una cantidad de isotiocianato equivalente al
1/50 de su peso en medio alcalino (pH 9,25) durante cuatro horas.

b) Separacién del isotiocianato libre del ligado al anticuerpo por cromatografia
en Sephadex G-25. Una vez empaquetado el gel de Sephadex en la columna y
equilibrado con Pbs* se aplicé la muestra. Inmediatamente una banda amarilla
fuertemente tefiida (complejos Ig G-isotiocianato) se separa del fluorocromo libre
que difunde més lentamente por el gel. Ambas fracciones se recogieron por separado
con un colcctor LKB-Ultrorac 7000.

c) Cilculo de la relacién fluoresceina/proteina. La proteina se cuantificé por el
método de LOWRY et al.l! y la fluoresceina por absorcién a 493 my.

Prdctica de la reaccién de inmunofluorescencia.—Sobre los cortes de tejido
hipotalamico se colocé una gota de la disolucién de Ig G isotiocianato y se incubé
durante una hora a 379 C en camara hameda. El anticuerpo no ligado se elimind por
lavados sucesivos con buffer Pbs y se investigé la localizacién de los complejos

Ig G-fluorocromo unidos al antigeno con un microscopio de fluorescencia Nikon
Labophot 104, equipado con cimara fotografica.

I1I. RESULTADOS

‘ Para evidenciar la presencia de AFP en los cortes de tejido hipotalamico mediante
inmunofluorescencia directa, fue necesario previamente la obtencién de anticuerpos
especificos contra la AFP marcados con un fluorocromo (isotiocianato de fluores-
ceina)._ La preparacién del antisuero contra la AFP se realizé de acuerdo con un
procedimiento ya descrito!®, que permite purificar la fraccién lIg G hasta la
homogeneidad electroforética (fig. 1). Las Ig G se marcaron con el fluorocromo,
procediéndose a la separacién del isotiocianato libre por cromatografia en Sephadex

* Pbs (Phosphate buffered saline): solucién salina fisiol6gica tamponada a pH 7,3 con buffer fosfato
sodico 0,15M.
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Figura 1.—Electroforesis en gel de acrilamida (7 % de acrilamida) de las Ig G anti-AFP purificadas. Los geles
se tifieron con Coomasie Blue. Anodo en la parte inferior y citodo en la superior.

G-25 (fig. 2). La proteina unida al isotiocianato (fraccién 1) se recoge con el
volumen-vacio y la posterior elucién de la columna proporciona el fluorocromo libre
(fraccién 2). Ambas fracciones se recogieron por separado y se comprobé que
Gnicamente la fraccién 1 reaccionaba inmunolégicamente con la AFP purificada.
También se calculé la relacién fluoresceina/proteina, resultando ser 2,58 mol
fluoresceina/mol lg. El grado de marcaje obtenido es adecuado para la practica de
reacciones de inmunofluorescencia en cortes de tejidos, ya que las Ig con menos de
dos moléculas de fluoresceina dan reacciones poco sensibles y las muy marcadas
(7 o més mol fluoresceina/mol Ig) a menudo conducen a falsas reacciones positivas
por absorcién no especifica sobre el antigeno!2.

La localizacién del antigeno (AFP) se llevé a cabo incubando las Ig G-isotiocianato
de fluoresceina con los cortes obtenidos a partir de hipotilamos de ratones machos y
hembras de un dia de edad, tal como se describe en el apartado de material y métodos.
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La presencia de AFP en el citoplasma de las células hipotalimicas, revelada por
inmunofluorescencia directa (IF), es perceptible incluso a bajos aumentos (x100 y
x400) siendo ya resolutiva la observacién a x1000 con objetivo de inmersién (figs. 3
y 4). La presencia de fluorescencia inespecifica fue descartada mediante los
oportunos controles. Tampoco la posibilidad de reaccién cruzada del antisuero con
otras proteinas, en particular la albiimina, justificaria la reaccién positiva de IF ya
que la monoespecificidad de las Ig G-isotiocianato frente a la AFP habia sido
comprobada previamente por inmunodifusién!3® e inmunoelectroforesis!s.

En ambos sexos, diversos grupos de células hipotalimicas reaccionaron positiva-
mente mostrando fluorescencia especifica que se circunscribe a las neuronas
(figs. 3 y 4), apareciendo también tefiidos los vasos sanguineos y débilmente
fluorescentes los espacios extracelulares. Dentro de las células la localizacion del
antigeno es intracitoplasmatica, contrastando la total ausencia de fluorescencia en el
nicleo con el halo brillante perinuclear extensivo al resto del citoplasma.
Observandose incluso (fig. 4) tefiidos los segmentos iniciales del axén y prolonga-
ciones dendriticas.
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Figura 2.—Separacién de los complejos lg G-isotiocianato de fluorocromo libre por cromatografia en

Sephadex (-25. Tras la incubacién de las Ig G con el isotiocianato la mezcla se aplicé a una columna de

Sepahdex G-25. Al eluir con Pbs se obtienen dos fracciones, la fraccian 1, que contiene los complejos
lg G-isotiocianato, y la fraccién 2 que Gnicamente contiene fluorocromo.
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Figura 3.—Localizacién intracelular de la AFP en las neuronas del hipotdlamo de ratén. En A se muestra un
grupo de células que dan una reaccién positiva, nétese la ausencia total de fluorescencia en el nicleo.

B: detalle de A.

IV. DISCUSION

La localizacién intracelular de la AFP en el hipotdlamo de ratén observada por
nosotros, viene a corroborar que desempefia un papel activo en el crecimiento y
diferenciacién neuronal, suposicién que hasta ahora se basaba tnicamente en datos
bioquimicos8, 9, pero no morfolégicos. Estos hechos, unidos a la capacidad de la AFP
para ligar estrégenos con alta afinidad?, ¢, ponen en duda que la funcién de la AFP en
la diferenciacién sexual del cerebro sea puramente pasiva por bloquear el estradiol
circulante. Mas bien su presencia intracelular sugiere que actiia como transportador
de estradiol al interior de las neuronas. Una vez en el citoplasma, tendria lugar una
disociacién de los complejos AFP-estradiol y la captacién de éste por sus receptores
de alta afinidad, cuya presencia en el drea hipotalimica ha sido demostrada por
autorradiografia!s. De esta manera la AFP se convertiria en una proteina capaz de
suministrar estradiol al cerebro en diferenciacion, cuya presencia es necesaria tanto
para el desarrollo del tipo masculino como femenino!®, y ademés, como reciente-
mente ha sido demostrado!?, acidos grasos poliinsaturados (a.g. esenciales) cuya
importancia es esencial para el desarrollo del sistema nervioso.
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Figura 4.—Grupo de células hipotaldmicas que reaccionan positivamente. Al igual que en la figura 3, se

aprecia que la localizacién del antigeno es intracitoplasmatica. En B se muestran con mais detalle dos

células positivas de A, observandose la extensién de la fluorescencia a las prolongaciones neuronales
(Mlecha).
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Una cuestién no resuelta a partir de los resultados aportados en esta publicacién
es si la presencia intracitoplasmatica de la AFP se debe a que es sintetizada por las
propias células nerviosas o es un filtrado del plasma, posibilidad esta dltima
perfectamente factible dada la permeabilidad de la barrera hemato-encefélica durante
este periodo'®.

VI. RESUMEN

Se ha investigado la localizacién de la AFP en el hipotilamo de ratén mediante
inmunofluorescencia directa. Diversos grupos de células hipotalimicas reaccionan
positivamente mostrando fluorescencia especifica. Dicha fluorescencia se circuns-
cribe al citoplasma, estando ausente en el niicleo. La localizacién 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 estrégenos circulantes durante el perfodo critico para la
diferenciacién 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 studied in the mouse hypothalamus by direct immuno-
fluorescence. Positive staining for AFP was observed in some, but not all 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 held concept that AFP protect the female rodent brain against

masculinization from the high oestrogens levels present during the critical period for
sexual differentiation.
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