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INTRODUCCION

La alfaletoproteina (AFP) es una glicoproteina sintetizada por el higado y saco
vitelino, que. en condiciones fisiolGgicas, se encuentra restringida al periodo fetal v
neonatal!, *: apareciendo en el individuo adulto asociada a procesos tumorales como
l]('i)iltl”[l'dﬁ A teratomast, 2.

La hipGtesis de que la AFP desempefia un importante papel en la diferenciacion
celular (periodo fetal, desarrollo de neoplasias) ha constituido el punto de partida de
numerosos trabajos realizados en torno a esta proteina. Particular importancia
revista su participacion en la diferenciacién sexual del cerebro, ya que la AFP
presente en el suero sanguineo de ratén y rata durante las 3-4 primeras semanas de
vida posee la capacidad de «ligar» estrgenos (estradiol y estrona) con alta
afinidad®, >, ©.

En este trabajo se describe la metodologia encaminada al aislamiento de las IgG
anti-AFP de suero de ratén. La obtencién ripida de anticuerpos especificos contra la
AFP abre el camino a maltiples posibilidades (bloqueo inmunolégico de la AFP,
estudio de su localizacién intracelular mediante inmunofluorescencia, purificacién
rapida de grandes cantidades de AFP por cromatografia de afinidad, etc.), que, sin
duda, contribuiran a esclarecer el papel biolégico de esta proleina.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon ratones albinos cepa NMRI de 1-3 dias de edad para la obtencién
del suero. Los animales se sacrificaron por decapitacién cervical y se recogi6é la

* Este trabajo ha sido realizado con fondos procedentes del proyecto n.? 4467 de la CAICYT.
An. Fac. Vet Leén, 1982, 28, 245-254.
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sangre con buffer fostato 0,15 M (pH 7.4). El suero se separ6 de las células
sanguineas por centrifugacién a 2.000xg durante 5 minutos. Para la preparacion del
suero anti-FP se utilizaron conejos New Zeland de 2,5 Kg. de peso. segin el esquema
descrito en la Tabla 1. Las determinaciones de proteina se efecutaron por ¢l método
de Lowry’, utilizando seroalbtimina bovina cristializada como proteina.

Las electroforesis en gel de poliacrilamida se efectuaron siguiendo el método de
Davis®. El cilculo del peso molecular se realiz6 mediante electroforesis de disco en
presencia de dodecilsulfato sédico segiin el procedimiento de Weber y Osborn®.

Para la inmunodifusién se emplearon geles de agarosa al 1%, siguiendo la técnica
de Ouchterlony!®. La inmunoelectroforesis se efectué de acuerdo’con Scheidegger!'!.

TABLA 1
Esquema de inmunizaciéon seguido para la preparacion del suero anti-alfafetoproteina de
suero sanguineo de ratén

Conejos New Zeland (2,5 Kg.)

1.* inyeccién 0,5 mg. de AFP disueltos en 1 ml. de Pbs* y homogeneizados en 0,5 m. de
adyuvante completo de Freund (Difco).
Multiples inyecciones en el dorso. Subcutineas.

/

2.% inyeccién (se realizé igual que la 1., 15 dias después)

Y

3.* inyeccién (se realizé igual que la 1., 15 dfas después)

Toma de muestra (pruebas de inmunodifusién e inmunoelectroforesis)

Sangria

\

Centrifugacién (el sobrenadante se congelé hasta su uso)

* Pbs (Phosphate buffered saline): Solucién salina tamponada a pH 7,3 con buffer fosfato sédico 0,15 M.

7 .

Para la obtencion rapida de pequefias cantidades de AFP se empleé el método
electroforético descrito por Benassayag!?.

RESULTADOS

Purificacion de la AFP de suero de ration

Para la purificacion de alfafetoproteina se eligié de entre los distintos métodos
descritos (cromatografia de afinidad sobre CNEr 4B Sepharosa, tamizado molecular
seguido de cromatografia en DEAE, cromatografia sobre inmunoabsorbente con
antialbiimina y paso por DEAE —Sephacel, etc.), el método electroforético descrito
por Benassayag!® por la rapidez y facilidad con que se obtienen con él pequefias
cantidades de alfafetoproteina. Para ello, tras la electroforesis del suero de ratones
en edad perinatal los geles se sumergieron en ANS (Anilo-Naftaleno-Sulfonato) y
se expusieron a la luz ultravioleta, apareciendo dos bandas fluorescentes —la mds
«lenta» corresponde a la AFP y la «ripida» a la albimina. Ambas bandas se cortaron
por separado y, posteriormente, las proteinas se extrajeron del gel.

En las Figuras 2 y 3 puede apreciarse la eficacia del método de purificacién
seguido al comparar las AFP y albtimina obtenidas con los geles correspondientes al
suero de ratén lactante, lograndose el aislamiento de ambas fracciones hasta la
homogeneidad electroforética.

Parte del liofilizado se utilizé para el cilculo del peso molecular de la AFP
puriﬁcada, sometiendo a electroforesis muestras de AFP y de proteinas de peso
molecular conocido, de acuerdo con el método de Weber y Osborn®. Los resultados
obtenidos demuestran que la alfa-fetoproteina de suero de ratén tiene un peso

molecular de 72.000, semejante al encontrado por otros autores en muestras
similares.

Preparacién del suero anti-alfafetoproteina

El suero anti-AFP se preparé segiin el proceder descrito en la Tabla I, basado en
los conocimientos actuales sobre la cinética de la aparicién de inmunoglobulinas en
respuesta a la inyeccién de un antigeno.

Una semana después de la dltima inyeccién se hizo una toma de sangre, y el
antisuero obtenido se contrasté mediante inmunodifusién e inmunoelectroforesis
(Figs. 4y 5). La inmunodifusién, al objeto de descartar una posible reaccién cruzada
con la albimina, apareciendo tnicamente bandas de precipitacién frente a las
muestras que contienen alfa-fetoproteian (la AFP purificada y el suero de ratones

lactantes), y la inmunoelectroforesis para comprobar la monoespecificidad contra la
AFP del antisuero obtenido.
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Aislamiento de la fraccion IgG del suero anti-alfufetoproteina

De los cinco tipos de inmunoglobulinas descritas (IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM) son
las IgG —denominadas también ¥ -globulinas por su movilidad electroforética— las
mayoritarias (10 mg./ml. en el suero de un adulto normal) y las principales
responsables de la inmunidad humoral en las condiciones de trabajo seguidas por
nosotros.

El aislamiento de la fraccién IgG presente en el sucro de conejo inmunizado con
AFP se llevé a cabo mediante precipitacién con sulfato aménico y purificacién del
material precipitado por absorcién de la proteina inespecifica sobre un lecho de
DEAE Sephadex A-50 (Tabla II).

En la primera etapa —precipitacion con SO, (NH,), al 50% de saturacién— se
obtiene un precipitado considerablemente enriquecido en IgG no exento de
contaminacién por transferrinas y albiminas (Fig. 6.2). El pase posterior del
precipitado redisuelto a través del gel de Sephadex permitié la purificacién de las
IgG, que aparecen como una banda nitida en el extremo superior del gel (Fig. 6.3).

DISCUSION

Con el procedimiento seguido para su purificacién, conseguimos aislar la a-FP
hasta su pureza electroforética. La banda correspondiente a la «-FP tiene un Rbpb
de 0,53 y un peso molecular de 72.000 daltons, semejantes al de la a-FP de otras
especies: ratal3, cerdals, hombre!®, etc. La «-FP asi preparada resulté ser un
excelente antigeno, que, inoculado empleando como adyuvante la inmunidad el
Adyuvante Completo de Freund, provocé la aparicién de anticuerpos monoespecifi-
cos contra la «-FP de ratén en el suero de conejos New-Zeland. No observamos
reaccién cruzada con la albiimina de suero de ratén, lo cual confirma la pureza de las
fracciones aisladas y que su determinante antigénico es distinto, a pesar de que
algunos fragmentos de albimina y alfafetoproteina muestran una secuencia de
aminoécidos homéloga!®.

A partir del antisuero aislamos la fraccién IgG mediante precipitacién con sulfato
amoénico y pase por un lecho de DEAE-SEPHADEX A-50. El método empleado es
simple, rapido y a la vez consigue una buena separacién de las restantes proteinas
séricas,

El sobrenadante obtenido (IgG) tiene un aspecto incoloro, a menos que haya
hemolisis, con la consiguiente contaminacién por hemoglobina de las IgG;
hemoglobina que puede eludirse por cromatografia en columana de Sephadex G-200.
Tampoco resulta problematico la posible contaminacién por IgA y IgM del
sobrenadante: en este sentido, Webb!” ha sefialado la ausencia de IgA y IgM,
mediante micro-electroforesis y doble difusién contra anti IgA y anti IgM, tras el
pase de suero sanguineo por una columna de DEAE Sephadex A-50.
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TABLA II

Esquema seguido para la obtencion de la fraceién IgG

Sobrenadante <=—

Sedimento

Antisuero

SO, (NH,), a saturacion (v/v)

l

Centrifugacién
(3.000xg. 10 minutos)

|

Precipitado

|

Redisolucién en Pbs hasta un volumen equivalente al del suero
de partida

l

Dialisis contra Pbs hasta que en el li(]uido de didlisis no se
detecten iones amonio (reaccién negativa con el reactivo de
Nessler)

Mezcla con el gel de DEAE-Sephadex A-50 en propor-
cion 1 : 5 (v/v)

|

Agitacién (30 r.p.m. durante 10 minutos)

/Centrifugacién (1.000 r.p.m., 10 minutos)

Sobrenadante (IgG)

x2

Ninguna de las dos etapas del procedimiento de purificacién afecta sensiblemente
a la actividad inmunégena de los anticuerpos. El inconveniente que plantea la

dilucién de la IgG (del orden de 1:20) respecto al suero inicial puede paliarse

mediante la liofilizacién del producto final (fraccién IgG) y posterior redisolucién

hasta el volumen deseado.
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RESUMEN

Se ha desarrollado un procedimiento ultra répido para la obtencién de la fraccion
I5G a partir del suero anti-AFP. Con el método se consigue aislar las [gG hasta su
homogeneidad electroforética. En una primera etapa, precipitacién con sulfato
amoénico, atin persisten restos de albiimina y transferrinas. Mediante el paso por el
gel de Sephadex, estas proteinas contaminantes se absorben, con lo que, finalmente,
se obtienen las IgG puras.

PURIFICATION OF IgG-ANTI-ALPHAFETOPROTEIN OF MOUSE
SERUM

SUMMARY

IgG antibody activity has been isolated in good yield from rabbit antiserum to
mouse alpha-fetoprotein. The method requires the fractionation of serum with 50 %
amonium suphate followed by mixing with DEAE Sphadex A-50 and aspiration of the

supernatant (IgG rich fraction). This method is easy and economical on time and
materials.
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Figura I.—FElectroforesis en gel de acrilamida del suero sanguineo de ratones adultos (1) v de 1-3 dias de
~ edad (2), revelando en estas iiltimas la presencia de alfa-fetoproteina (afp) (Rbpb = 0.53).
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Figura 2.—FElectroforesis en gel de acrilamida de suero sanguineo no fraccionado de ratones de 1-3 dias de edad

y de a-FP purificada.

Figura 3.—Electroforesis en gel de acrilamida de una muestra de albimina de suero de ratén purificada por el
método descrito y de suero sanguineo no fraecionado.
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Figura 4. —Prueba de inmunodifusién demostrativa de la especificidad del antisuero obtenido, tras la
inmunizacidn de conejos New Zeland con fetoproteina de suero de ratin.

+ Antisuero.

1 AFP de suero de ratén electroforéticamente pura.

1 Suero de ratén de 1-3 dias.
2 y 5 Albimina de suero de ratén electroforéticamente pura.
3

y 6 Suero de ratén adulto (60 dias no gestantes).

Figura 5.—Inmunoelectroforesis para la comprobacion de la monoespecificidad del suero anti-AFP. La AFP

purificada y el suero de ratones de 1-3 dias se depositaron en los pocillos correspondientes y se sometieron

a un campo eléctrico de 10 voltios/em. Una vez finalizada la separacion se dejaron difundir las proteinas y
el antisuero. Las bandas de precipitacion se tifieron con Coomasie Blue.
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Figura 6.—Estudio electroforético del proceso de purificacion de la 1gG del suero de conejo inmunizado contra la
AFP de suero de ratin.

I. Suero no fraccionado.

2. Precipitado con SO,(NH,),; 50% de saturacién.
3. Sobrenadante de la mezela del precipitado con sulfato amdnico, redisuelto, con DEAE-Sephadex A-50.
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