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INTRODUCCION

Es generalmente aceptado que la diferenciacién sexual del cerebro de ratén y rata
se encuentra influida por la exposicién a las hormonas esteroides durante los dias
1 a 5 post-partum!, 2. La administracién de estradiol andrégenos aromatizantes
(testosterona) a las hembras durante este «periodo critico» tiene como resultado una
masculinizacién artificial del comportamiento, funciones reproductivas y otras
manifestaciones morfolégicas externas?, 3, *. Observaciones como estas han servido
de soporte a la idea de que la masculinizacién del cerebro es debida a la conversién de
los andrégenos en estrégenos mediante los enzimas aromatizantes presentes en el
sistema limbico®.

Las alfafetoproteinas (AFP) de ratén y rata, a diferencia de otras AFP como la
humana, interaccionan con el estradiol y estrona con alta afinidad®, 7. Se ha sugerido
por esta razén que la AFP protege el cerebro contra un exceso de estradiol circulante,
por tanto, seria légico pensar que la neutralizacion de la AFP de ratén con
anticuerpos homoélogos ejerza efectos fisiolégicos similares a los de la administracién
de estradiol o testosterona durante el periodo critico. En el trabajo que aqui se
describe, se estudian los efectos que sobre el peso corporal —una de las manifesta-
ciones del dimorfismo sexual— tiene la administracién de lgG anti-AFP a ratones
machos y hembras de 1, 3 y 5 dias de edad.

MATERIAL Y METODOS

Para la obtencién de suero sanguineo se emplearon ratones albinos cepa NMRI de
1 dia de edad. Los animales se sacrificaron por decapitacién cervical y se recogié la
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sangre con buffer fosfato 0,15M (pH 7,3). El suero se separd de las células
sanguineas por centrifugacién a 2.000 xg durante 5 minutos. .

Para la obtencién rapida de pequefias cantidades de alfa-fetoproteina a partir del
suero de ratén se empleé el método electroforético descrito por BENASSAYAGE. La
electroforesis se efectus en gel de poliacrilamida siguiendo el método de DAVIS®,

En la preparacién del suero anti-AFP se utilizaron conejos New Zeland de 2:5 kg
de peso. La especificidad del antisuero obtenido se comprobé por inmunodifusién e
inmunoelectroforesis; para la inmunodifusién se siguié la técnica de OUCHTERLONI'®
y la inmunoelectroforesis se efectué de acuerdo con SCHEIDEGGER!!. La _IgC
anti-AFP se obtuvo a partir del antisuero, como se describe en un trabajo prev¥0'2.
Con el método empleado se consigue purificar las IgG hasta la homogeneidad
electroforética.

Para los tratamientos con IgG anti-AFP se emplearon un total de 192 ratones
NMRI distribuidos en 12 lotes de 16, uno de machos y otro de hembras, con sus
correspondientes controles. E| sexage se fectu6 el mismo dia del nacimiento
basandose en |a distancia ano-genital, y se ajusté a 8 el nimero de animales por
camada. Los lotes experimentales fueron inyectados por via subcutinea con IgG
anti-AFP disuelta en suero fisiolégico y los controles sélo con el suero, tras la
filtracién del ingeulo a través de un Millipore (poro de 0,22 um). Los animales se
alimentaron ad libitum con leche materna hasta su destete, el dia 21, a partir del cual

recibieron una dieta standard para ratones, controlindose semanalmente el peso
VIvVO.

RESULTADOS

Las IgG anti-AFP se purificaron siguiendo una metodologia ya descrita por
nosotros anteriormente!2 mediante inmunizacién de conejos New-Zeland de 2,5 kg de
peso con AFP de suero de ratgn, AFP que fue aislada (fig- 1) de acuerdo con el
método electroforético propuesto por BENASSAYAGE. Los anticuerpos se adminis-
traron, por via subcutdnea, en una sola inoculacién, siendo el vehiculo suero

Figura 1.—Electroforesis de

disco en gel de acrilamida al 7%. (A) Suero de ratén adulto. (B) Suero de
raton de 1 dia. (C) Albami,

@ de suero de raton. (D) AFP purificada por el método de Benassayag.
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fisiolégico. En antisuero contenia 10 mg/ml de anticuerpos especificos contra la
AFP, como se determiné por precipitacién cuantitatival, que de acuerdo con el
volumen empleado (10 wl) arroja una dosis de 0,1 mg/animal. Cantidad capaz de
inmunoprecipitar la AFP contenida en 150 ml de suero de ratén neonato, hecho que
fue comprobado mediante inmunodifusién radial segiin MANCINI!,

En la tabla I se muestran los resultados del tratamiento con IgG anti-AFP sobre el
peso corporal.

El estudio estadistico de los pesos corporales al fin del periodo experimental
(55 dias) muestra (ver tabla 1) que el correspondiente de las hembras no se ve
afectado por el tratamiento de IgG anti-AFP efectuado a los 1, 3 y 5 dias de edad, ya
que no existen diferencias significativas con respecto a las hembras controles.

En cambio en los machos, el bloqueo de la AFP con anticuerpos homélogos
provoca una disminucién del peso corporal final estadisticamente significativa
(P << 0,01) cuando el tratamiento se efectiia los dias 3 y 5 de su vida. El peso de los
machos tratados el dia 1 es ligeramente superior al de los controles, pero la diferencia
carece de significacién estadistica (P > 0,05).

TABLA 1
Efectos del tratamiento con IgG anti-AFP sobre el peso corporal

Los valores abajo expresados se refieren al peso adulto, considerando como tal el peso a los
55 dias de edad.

Abreviaturas: M, macho. H, hembra.

Sexo Tratamiento Peso vivo (g) & SD

M Suero [isiolédgico 40,18 + 2,13 —_

M IgG anti-AFP en el dia 1 40,46 £+ 1,98 N.S.
M IgG anti-AFP en el dia 3 36,59 + 1,23 P < 0,01
M lgC anti-AFP en el dia 5 35,34 £+ 1,26 P < 0,01
H Suero fisiolégico 31,50 = 1,94 —

H IgG anti-AFP en el dia 1 31,15 £ 2,01 N.S.
H IgG anti-AFP en el dia 3 31,42 £ 1,72 N.S.
H IgG anti-AFP en el dia 5 30,80 = 1,96 N.S.

Los efectos del tratamiento sobre el dimorfismo sexual del crecimiento, se
expresan en la figura 2, en la que se representan las diferencias de peso de los machos
con respecto a las hembras en cada uno de los cuatro grupos establecidos (controles y
tratados dias 1, 3 y 5, con el fin de determinar en qué medida el tratamiento con IgG
anti-AFP modifica las diferencias del peso relacionadas con el sexo.

En los animales tratados el dia 1, la administracién de IgG- anti-AFP no modifica
significativamente el curso normal de las desviaciones de peso; es decir, se inicia
—al igual que en los controles— un despegue del peso de los machos con respecto al
de las hembras, coincidiendo con la llegada de la pubertad en éstas, estabilizindose
las diferencias relacionadas con el sexo cuando los machos alcanzan este mismo
estado fisiolégico (40-45 dias). A partir de ese momento, el ritmo de crecimiento
sigue un curso paralelo en ambos sexos.
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Figura 2.—Desviacién del peso corporal entre los machos y hembras controles (@), tratados el dia | ().
3@ y5().alo largo del crecimiento.
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En cambio los animales tratados los dias 3 y 5 se observa que la fase prepuberal de
crecimiento rdpido se acorta en los machos, aproximandose el momento de transito a
la de crecimiento lento a aquél en que el fenémeno se produce en las hembras, con lo
que se atenia notablemente el dimorfismo sexual del crecimiento...

DISCUSION

De acuerdo con la hipétesis, generalmente admitida, sobre el papel de la AFP
como bloqueadora del estradiol circulante, seria de esperar que el tratamiento con
lgG anti-AFP condujera a una masculinizacién (androgeneizacién) con el consi-
guiente incremento en el peso corporal de las hembras, tal como se observa al
tratarlas con estradiol o testosterona durante el periodo critico.

No obstante, experimentos realizados por MIZEJEWSKI y cols.!5, quienes admi-
nistran anti-AFP a ratones hembras NYLAR de acuerdo con el mismo protocolo al
seguido ahora por nosotros, demuestran que no sélo no se obtiene un incremento del
peso corporal, sino que se reduce hasta un 20 % respecto a los controles; ain a pesar
que el tratamiento induce efectivamente una masculinizacién de las funciones
reproductivas (sélo el 14 % mostraban cuerpos liteos en sus ovarios frente al 78 %
de los controles). Los autores referidos!s atribuyen la disminucién del peso corporal
en las hembras a la aparicién de cambios neurolégicos (hidrocefalia principalmente)
asociados al tratamiento, hecho no observado por nosotros, por lo que en este punto
pensamos que no existe discrepancia entre ambas experiencias.

En cuanto al descenso en el peso de los machos, es un hecho compatible con el
papel, recientemente atribuido a AFP, como transportadora de acidos grasos
esenciales y estradiol al sistema nervioso en desarrollo'®. Estradiol necesario para el
desarrollo del modelo masculino!?. La disminucién del peso en los machos obedeceria
entonces a un fallo en el sistema de transporte del esteroide. Que el tratamiento sea
mds efectivo en los dias 3 y 5 lo atribuimos a que los niveles de AFP disminuyen en
sangre tras el nacimiento siguiendo un curso logaritmico, asi como a que la capacidad
del suero de ratén para ligar estradiol representa a los 4 dias de edad menos del 1%
del neonato. Por estas razones el bloqueo inmunolégico pudo ser mis efectivo en los
dias 3 y 5, edades atn incluidas dentro del «periodo critico».

RESUMEN

Se han estudiado los efectos del bloqueo inmunolégico de la alfafetoproteina
durante el periodo critico sobre el peso corporal —una de las manifestaciones del
dimorfismo sexual— en ratones machos y hembras. Para ello fue necesario la
purificacion de la IgG anti-alfafetoproteina que se realizé mediante precipitacién con
SO, (NH,), al 50 % del suero de conejo inoculado con AFP electroforéticamente pura
y el pase a través de DEAE-Sephadex A-50.

La inyeccién de IgG anti-AFP no se traduce en diferencias significativas en el
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peso de las hembras tratadas respecto a los controles. En los machos, en cambio.
provoca una disminucién del ritmo de crecimiento pero sélo cuando el tratamiento se
efectia los dias 3 y 5 post-partum.

Estos resultados son dificiles de conciliar con el papel de la AFP como antigeno
fetal, sugiriendo mas bien que se trata de una proteina transportadora.

IMMUNOLOGICAL BLOCK OF ALPHA-FETOPROTEIN:
EFFECT ON MICE GROWTH

SUMMARY

lgG anti-AFP, isolated from rabbit antiserum to mouse AFP, or vehicle (controls)
were injected s.c. on 1, 3 and 5 days old male and female mice. The mice were
observed weekly for litter size, mortality, etc., and the body weight was recorded.

The 1gG injection on male 3 and 5 days old depressed growth below vehicle
treated males. However, the antibody treated males 1 day old and female 1, 3 and 5
daysold dont shows body weight statistically different from controls. These findings
forces one to reconsider the generally held role of AFP as foetal antigen, suggesting
more that is a carrier protein.
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