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Es gene ra lment e acept ado que la d ife renc iación sexual de l cerebro de ra tón y ra ta 
se encuen tra influida por la expos ic ión a las hormonas es te roides durant e los días 
1 a 5 post-partum 1

, 
2

. La adminis tración de estradio l andrógenos aromalizantes 
(testosterona) a la s hem bras durant e es te «período c ríti co» tie ne como resultado una 
masculinización ar tific ia l de l compo rtamiento. fun ciones reproduc tivas y otras 
manifestaciones morfológ icas ext e rnas2, 3 , 4 . Obse rvaciones como estas han servido 
de soport e a la idea de que la masculinización de l cerebro es debida a la conversión de 

los andrógenos e n estrógenos median te los e nzimas aromatizantes presentes en el 
s is tema límbico5 • 

Las alfafe toprote ínas (AFP) d e ratón y rata, a diferenc ia de otras AFP como la 
humana, inte rac~ionan con e l estradiol y estrona con alta afinidad6, 7• Se ha sugerido 
por esta razón que la AFP protege el cerebro contra un exceso d e est radiol circulante, 
por tanto, sería lógico pe nsar que la neutra lización de la AFP de ratón con 
anticuerpos ho m ó logos ejerza e fec tos fi s io lógi cos s imila res a los de la adminis tración 

de estradiol o testoste rona duran te el período c ríti co. En e l trabajo que aquí se 
describe, se estudian los efectos que sobre el peso corpo ra l -una de las manifes ta­
ciones del dimorfi smo sexual- ti ene la adminis tración d e lgG anti-AFP a ratones 
machos y he mbras de l , 3 y 5 días de edad. 

MATERIAL Y METODOS 

Para la obtención de sue ro sanguín eo se emplearon ratones albinos cepa NMRI de 
l día de edad . Los animales se sacrifi caron por decap itació n cervical y se recogió la 

# Crít1•drr, rl,• /Jioquímiro , . "fcrn"/ol<ír, rlc lo., .·llim,·11/os. Forultrul r/1· 1 ·,,1,•ri11orio rlc la 1 ·11¡,.,.rsirlml ,1
1
• 

/.: . .'xtrcmarlurr1. f.'rín•rt~.ffi. 

• Cá1cdra de Tecnología )' Bioqu ímica de los Alimc nlos . Facultad de Vc te rinnrin. Uni versidad ele León. 
·111. F,w. I ,.¡ . / . ,.,;,,. 1 ,¡¡¡ l. :m. 22.-,-2:11. 



sangre con buffer fosfato 0,15M (pH 7,3) . El suero se separó de las cé lulas 
sanguíneas por centrifugación a 2.000 xg durante 5 minutos. 

Para la obtención rápida de pequeñas cantidades de alfa-fetoprot e ína a partir de l 
suero de ratón se empleó el método electroforéti co descrit o por BENASS:\ YAGª. La 
electroforesis se efectuó en gel de poliacrilamida s iguiendo e l método de DA ,·1s9 . 

En la preparación del suero anti-AFP se utilizaron conejos New Zeland de 2,5 kg 
de peso. La especificidad del antisuero obtenido se comprobó por inmunodifusión e 
inmunoelectroforesis; para la inmunodifusión se siguió la técnica de Ül'CHTEHLONI 10 

Y la inmunoelectroforesis se efectuó de acuerdo con SCHEIDEGG l::1! 11 • La lgG 
anti-AFP se obtuvo a partir del antisuero, como se describe en un t rabajo previo 12• 

Con el método empleado se consigue purificar las IgG has ta la homogene idad 
electroforét ica. 

Para los tratamientos con IgG anti-AFP se emplearon un to tal de 192 ra tones 
NMRI distribuidos en 12 lotes de 16, uno de machos y o tro de hembras, co n sus 
correspondientes controles. El sexage se fecluó el mismo día del nacimiento 
basándose en la distancia ano-genital , y se ajustó a 8 e l núme ro de a nimales por 
ca~ada. Los lotes experimentales fu eron in yectados por vía subcut ánea con lgG 
anti-AFP disuelta en suero fisiológico y los controles sólo con el s uero, t ras la 
fil_tración del inóculo a través de un Millipore (poro de 0,22 µm) . Los a nima les se 

alimentaron ad libitum con leche materna hasta su destete e l día 2 1, a partir del c ua l 
recibieron una dieta s tandard para ratones, controlánd;se semanalment e el peso 
VI VO. 

RESULTADOS 

Las lgG anti-AFP se purificaron s iguiendo una me todología ya descrita por 
nosotros anteriormente 12 mediant e inmunización de conejos New-Zeland de 2,5 kg de 

pe:o con AFP de suero de ratón. AFP que fu e aislada (fig. 1) de ac ue rdo con el 
metodo electrofor éti co propuesto por B ENASSAYAGª. Los anticue rpos se adminis­
t raron, por vía subcutánea, en una sola inoculación , siendo el vehíc ulo su e ro 
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Fig~ra 1. - El_cclro~oresis de disco en gel dr acri lamida al 7 %. (A) S uero de ralón adnh o. (B) Suero de 
ral oll d,· I d,a. (C) Albúmina de suero de ralÓII , (D) AFI' purificada por e l mé iodo de 11,·nassa ya~. 



fi siológico . En a ntisue ro contenía 10 mg/ ml de anticuerpos específi cos contra la 
AFP, como se de termi nó por precipi tación cua ntitativa 13, que de acuerdo con el 
volumen empleado (10 µ l) a rroja una dosis de 0, 1 mg/animal. Cantidad capaz de 
inmunoprecipi tar la AFP co nte nida en 150 mi de suero de ratón neonato, hecho que 
fu e comprobado mediant e inmunodifusión radial según M ANCINI'4• 

En la ta bla I se muestran los resultados del t ratamiento con lgG anti-AFP sobre el 
peso corporal. 

El estudio estadís tico de los pesos corporales al fin del período experimental 
(55 días) muestra (ver tabla 1) que el correspondiente de las hembras no se ve 
a fectado por e l t ra tamiento de IgG anti-AFP efectuado a los 1, 3 y 5 días de edad, ya 
que no e xis te n di fere ncias s ignifi cativas con respecto a las hembras controles. 

En cambio e n los mach os, e l bloqueo de la AFP con anticuerpos homólogos 
provoca una disminución del peso corporal final estadísticamente significativa 
(P < 0,01) cuando el tratamiento se efectúa los días 3 y 5 de su vida. El peso de los 
machos tratados e l día 1 es ligeramente superior al de los controles, pero la di ferencia 
carece de s ignificación estadís tica (P > 0,05) . 

TABLA I 
E ff'C'lo,; dt'I trntnmi<'nlo con l g G nnti-AFP sobr<' e l peso corporal 

Los va lores abajo expresados se refieren al peso adullo, considerando como tal el peso a los 
SS d ías de edad. 
Abrevia luras: M. macho. H, hembra. 

Sexo 

M 
M 
M 
M 
H 
H 
H 
H 

Tra la m ien lo 

Suero fis io lógico 
lgG a n1i -AFP e n e l d ía 1 
IgG anti -A FP en el d ía 3 
lgG a nt i-AFP en el d ía 5 
S uero fis io lógico 
lgG a nti -AFP e n el día 1 
IgG a nti -AFP e n el d ía 3 
lgG an ti-AFP e n el día 5 

Peso vivo (g) ± SD 

4ú. 18 ± 2,13 
4{),46 ± 1,98 
36.59 ± 1,23 
35,34 ± 1,26 
31,50 ± 1,94 
3 1,15 ± 2,01 
31,42 ± 1,72 
30,80 ± 1,96 

N.S. 
P < 0,01 
P < 0,0 1 

N.S. 
N.S. 
N.S. 

Los efectos de l trata miento sobre el dimorfismo sexual del crecimiento, se 
expresan en la figura 2 , e n 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 
tra tados días l, 3 y 5, con e l fin de dete rminar en qué medida el tratamiento con IgG 
anti-AFP modifica las diferen cias del peso relacionadas con el sexo. 

En los a nimales tratados el día l , la adminis tración de IgG- anti-AFP no modifica 
s ignificati vamente e l curso normal de las desviaciones de peso; es decir, se inicia 
-al igu a l qu e e n los cont roles- un despegue del peso de los machos con respecto al 
de las hembras, coincidie ndo con la llegada de la pubertad en éstas, estabilizándose 
las dife ren cias relacionadas con el sexo cuando los machos alcanzan este mismo 
estado fi sio lógico (40-45 días). A partir de ese momento, el ritmo de crecimiento 
sigue un curso pa ra lelo e n ambos sexos. 
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Figura 2.-Dcsviación del peso corporal enl rc los machos y hembras conlrulcs (e). lra1adus t•I día 1 (G ). 
;3 (0) y 5 ( ) . a lu la r¡;u del erccimi<'nlo. 



En ca m bio los a nimales tra tados los días 3 y S se observa que la fase prepuberal de 
c recimie nt o rá pido se acort a en los machos, aproximándose el momento de tránsito a 

la de c recimi ent o lent o a aquél e n que el fenóme no se produce en las hembras, con lo 
que se a ten úa no tablement e el d imor fismo sexual del crecimiento ... 

DISCUSION 

De a cue rJo con la hipótesis, ge neralmente admitida, sobre el papel de la AFP 
como bloqueadora del est radiol circ ulante, sería de esperar que el tra tamiento con 

IgG anti- AFP condujera a una masculinización (androgeneización) con el consi­
guient e incre ment o e n el peso corporal de las hembras, tal como se observa al 
trata rlas con estradio l o testosterona dura nte el período crítico. 

No o bs ta nt e, e xperimentos realizados por M IZEJ E\l/SKI y cols. 15, quienes admi­
nis t ra n anti-AFP a ra to nes hembras NYLAR de acuerdo con el mismo protocolo al 
seguido a ho ra po r n osotros, de mu estra n que no sólo no se obtiene un incremento del 
peso corpora l, sino que se reduce has ta un 20 % respecto a los controles; aún a pesar 

que e l trata miento induce efecti vamente una masculinización de las funciones 
reproducti vas (sólo el 14 % m ostraba n cuerpos lúteos en sus ovarios frente al 78% 
de los cont roles). Los a uto res referidos 15 atribuyen la disminución del peso corporal 
en las he mbras a la aparic ió n de cambios neurológicos (hidrocefalia principalmente) 
aso ciados a l tratam ie nt o, hecho no observado por nosotros, por lo que en este punto 
pe nsam os que no e xis te discrepancia ent re ambas experiencias. 

En cu anto al descenso e n el peso de los machos, es un hecho compatible con el 
pa pe l, recie nt emente atribuido a AFP , como transportadora de ácidos grasos 
esenc ia les y estradio l al sis te ma ner vioso en desarrollo 16• Estradiol necesario para el 
desar rollo de l modelo masculino 17 • La disminución del peso en los machos obedecería 
ent on ces a un fall o e n el s is tema de transporte del esteroide. Que el tratamiento sea 
más efectivo e n los días 3 y S lo atribuimos a que los niveles de AFP disminuyen en 
sangre tras e l nacimiento s iguie ndo un curso logar ítmico, as í como a que la capacidad 
del su ero d e ratón pa ra liga1· es tradiol representa a los 4 días de edad menos del l % 
de l neo na to. Por estas razon es e l bloqueo inmunológico pudo ser más efectivo en los 
días 3 y 5, edades a ún incluidas dentro del «per íodo crítico». 

RESUMEN 

Se h a n estudiado los e fectos del bloqueo inmunológico de la alfafetopro teína 
durante e l período crítico sobre el peso corporal -una de las manifes taciones del 
dimorfism o sexu al- en rato nes machos y hembras . Para ello fue necesario la 
purificación de la lgG anti-alfafetopro te ína que se realizó mediante precipitación con 
S O4 (N H4 ) 2 a l SO% de l suero de conejo inoculado con AFP electroforéticamente pura 
y el pase a t ravés de D EAE-Sephadex A-SO. 

La inyección de IgG a n t i-AFP no se traduce en di ferencias significativas en el 
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peso de las hembras tratadas respecto a los con troles. En los machos. en cambio. 
provoca una disminución del ritmo de crecimiento pero sólo cuando el tra tam ien to se 
efectúa los días 3 y 5 pos t-partum. 

Estos resultados son difíci les de conciliar con e l papel de la AFP como an tígeno 
fetal, sugiriendo más bien que se trata de una proteína transportado ra. 

IMMUNOLOGICAL BLOCK OF ALPHA-FETOPROTEIN: 
EFFECT ON MICE GROWTH 

SUMMARY 

lgG a nti-AFP, isolated from rabbit antiserum to mouse AFP, or vehicle (con trols) 
were injected s.c. on 1, 3 and 5 days old male and female mice. T he mice were 
observed weekly for litter sizc, mortality, etc., and the body weight was recorded. 

The lgG 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 statis tically different from controls. These findings 
forces one to reconsider the generally held role of AFP as foetal a ntigen , suggesting 
more that is a carrier protein. 
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