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NTRODUCCION

I nimerodecélulaspuede ser determinado por recuento en camara de Neubauer (CN) en el microscopio. Los valores
‘btenidosnosiempresonexactosyaqueexistenmultiples factoresdeerror,que vandesdelasubjetividaddelobservadorhasta

ltiempoquerequiereanalizarvariasmuestras

ltilizandocomomodeloexperimental unalineacelular,sedesarrolldunmétodoparaevaluarproliferacion celular,conelfinde
ninimizar los problemas planteados, permitiendo evaluar con precision y de forma objetiva, numerosas muestra:

imultaneamente.

VIATERIALESYMETODOS

élulas. Llinea leucémica UT-7, dependiente de
riropoyetina (EPO) para proliferar. Las células se
ultivaron endiferentescondiciones(conosinlU/mide
20), en medio de cultivo IMDM, suero fetal bovino, y
ntibioticos,a37°C,5%deCoy100%dehumedad,por
nperiodominimode48h.

nsayoclasico. ElrecuentocelularserealizaenlaCN
ig. 1) que permite establecer la concentracion de
élulas. La suspension celular, después de
entrifugacion,fue diluidal:2enwoluciéndelcolorante
zul Tripan para determinar viabilidad. El nimero de
élulas por ml se determind mediante la formula:
élulas/ml=N/4.10.dilucion

nsayo de proliferacion. Este ensayo tiene como
bjetoladeterminaciondelefectocausadoporalgunas
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Figura 2. Seleccion del disolvente de los cristales de
formazan. H protocolo originalcontemplabael usode una
mezcladeHCl/Isopropanolparadisolverloscristales,perose

observabaunasuspensiénturbiadespués delaincubacion.
Paralaresoluciéndeesteproblemaserealizaronensayoscon

distintosdisolventes.Seemplearon:HCl/Isopropanol(muestra
1),undetergentellamadoSDS(muestra2)oDMSO(muestra3).
Seobservoquelasmuestrasly2sevolvieronturbiassiendola

muestra2deimposibleanalisisenellectordeELISA.SAlose
prosiguiéconlasmuestrasly3.

EnausenciadeEPO,dondeelnimerodecélulasesmuybajo,
ambosdisolventesparecenactuarenformasimilar.Cuando
las células son estimuladas con E P Oy | a proliferaciéon es

importante seobserva unamejordisolucionde loscristales
con elusodeDMSO.

_ONCLUSIONES

células/ml

drogas u hormonas en el desarollo natural de
determinadas células, produciendo aumento o
disminuciondelaproliferacion.

Ensayo colorimétrico. El MTT es una sal soluble de
coloramarilloqueestransformadaenunformazéanazul
insoluble(cristales)porlascélulasvivas. La cantidadde
formazanqueseproduceenuncultivoesdirectamente
proporcionalalacantidaddecélulasvivas.Brevemente,
elprocedimientoutilizadoconsisteenagregar 10ulde
MTT(5mg/ml) acélulas (tratadasono)suspendidasen
100 pl de medio, 4 h de incubacion a 37°C,
centrifugacion y adicion de 200uldedimetilsulfoxido
(DMSO)y25uldesolucion buffer paralisarlascélulas.
Para determinarla absorbancia de luzporpartedela
muestra a unalongituddeondade540nm, seutilizéun

MTT(UT-7) £D.91

Figural. Esquema de
una CN. En los 4
cuadrantes, de los
extremos, conformados
por 16 campos, *®
realizéelrecuentodelas
célulasUT-7.

MTT(UT-7)f=0.97
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Figura3. Estudio delefectoquetiene elMTT con respectoalavariaciondelnimerodt¢

células. & ensayaron 5 concentraciones de células(a).

Cuando se elimina e | val

correspondientealnUmeromasaltodecélulas(b),seobservamejorlinealidad(coeficiented:
correlacionmasalto).Estoindicaqueelrango detrabajoéptimoparaestemétodoeslixi(
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Figura4.AplicaciéndelmétododeMTTaladeterminaciondeproliferaciéondecélulasuT-’

estimuladas conEpo. DiferentesconcentracionesdeEpoproducenunaumentoproporcion:
dela proliferacién celular queesdemostrado por unincremento dela absorbancia ene

andlisis con MTT(a).Para comparar,se muestra larelacionentre la proliferacion celularel
ausenciayenpresenciadeEPO,determinadaporrecuentoenCNconcoloranteazulTripar

ElusodelDMSOpermitidlaoptimizaciondelmétodo
Elcolordesarrolladoes proporcionalalnimerodecélulasvivas endrango1x10°-1.5x10"

El método resultdé apropiado para estudiar la accionde la eritropoyetina sobre la

proliferacionde ceélulas UT-7



