
Desarrollo y optimización de un método para
evaluar la proliferación celular
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El númerodecélulaspuede ser determinado por recuento en cámara de Neubauer (CN) en el microscopio. Los valores
obtenidosnosiempresonexactosyaqueexistenmúltiples factoresdeerror,que vandesdelasubjetividaddelobservadorhasta
eltiempoquerequiereanalizarvariasmuestras.
Utilizandocomomodeloexperimental unalíneacelular,sedesarrollóunmétodoparaevaluarproliferación celular,conelfinde
minimizar los problemas planteados, permitiendo evaluar con precisión ,
simultáneamente.

y de forma objetiva numerosas muestras
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Figura1. Esquema de
una C N
cuadrantes

campos

. E n l o s 4
, de los

extremos, conformados
por 1 6 , se
realizóelrecuentodelas
célulasUT-7.
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Células

Ensayoclásico.

Ensayo de proliferación.

Ensayo colorimétrico.

. Línea leucémica UT-7, dependiente de
eritropoyetina (EPO) para proliferar. Las células se
cultivaron

ElrecuentocelularserealizaenlaCN
que permite establecer la concentración de

células. La suspensión celular, después de
centrifugación,fue diluida1:2ens

células por ml se determinó mediante la fórmula:
Células/ml=N/4.10.dilución

Este ensayo tiene como
objetoladeterminacióndelefectocausadoporalgunas

drogas u hormonas en el desarrollo natural de
determinadas células, produciendo aumento o
disminucióndelaproliferación.

El MTT es una sal soluble de
coloramarilloqueestransformadaenunformazánazul
insoluble(cristales)porlascélulasvivas. La cantidadde
formazánqueseproduceenuncultivoesdirectamente
proporcionalalacantidaddecélulasvivas.Brevemente,
elprocedimientoutilizadoconsisteenagregar

acélulas

200µldedimetilsulfóxido
(DMSO)y25µldesolución paralisarlascélulas.
Para determinarla absorbancia de luzporpar tedela
muestra seutilizóun

endiferentescondiciones(conosin1U/mlde
EPO), en medio de cultivo IMDM, suero fetal bovino, y
antibióticos,a37°C,5%deCoy100%dehumedad,por
unperíodomínimode48h.

(Fig. 1)

olucióndelcolorante
azul Tripán para determinar viabilidad. El número de

10µ lde
MTT(5mg/ml) (tratadasono)suspendidasen
100 µl de medio, 4 h de incubación a 37°C,
centrifugación y adición de

a unalongituddeondade540nm,

2

4 buffer
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Figura 2 . Selección del disolvente de los cristales de
formazán. protocolo o riginalcontemplabael

.Seemplearon:HCl/Isopropanol(muestra
1),undetergentellamadoSDS(muestra2)oDMSO(muestra3).
Seobservóquelasmuestras1y2sevolvieronturbiassiendola
muestra2deimposibleanálisisenellectordeELISA.Sólose
prosiguióconlasmuestras1y3.
EnausenciadeEPO,dondeelnúmerodecélulasesmuybajo,
ambosdisolventesparecenactuarenformasimilar.Cuando
las células son estimuladas con E P O y l a proliferación es
importante seobserva unamejordisoluciónde loscristales
con elusodeDMSO.

El usode una
mezcladeHCl/Isopropanolparadisolverloscristales,perose
observabaunasuspensiónturbiadespués delaincubación.
Paralaresolucióndeesteproblemaserealizaronensayoscon
distintosdisolventes

Figura3. Estudio d e l efectoquetiene elMTT con respectoalavariacióndelnúmerode
células. Se ensayaron 5 concentraciones de células ( a ) . Cuando se elimina e l valor
correspondientealnúmeromásaltodecélulas(b),seobservamejorlinealidad(coeficientede
correlaciónmásalto).Estoindicaqueelrango detrabajoóptimoparaestemétodoes1x10-5

Figura4.AplicacióndelmétododeMTTaladeterminacióndeproliferacióndecélulasUT-7
estimuladas conEpo. DiferentesconcentracionesdeEpoproducenunaumentoproporcional
dela proliferación celular queesdemostrado por unincremento dela absorbancia enel
análisis con MTT(a).Para comparar,se muestra larelaciónentre la proliferación celularen
ausenciayenpresenciadeEPO,determinadaporrecuentoenCNconcoloranteazulTripán

ElusodelDMSOpermitiólaoptimizacióndelmétodo
Elcolordesarrolladoes proporcionalalnúmerodecélulasvivas enelrango1x10 -1.5x10
células/ml
El método resultó apropiado para estudiar la acciónde la eritropoyetina sobre la
proliferaciónde células UT-7
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