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Los embriones se clasifican en: degenerados (con morfologia e integridad
visiblemente danadas), o fertilizados (presentan pronicleos visibles o dos corpisculos
polares). En ocasiones, junto a embriones unicelulares se encuentran otros en estadios
més desarrollados (bicelulares), asi como dvulos sin fecundar.

8. Lave los embriones en medio M-2, de igual manera a la indicada y transfiera de 10
a 15 embriones a cada una de las microgotas descritas en el punto 1; coloque la placa
nuevamente en la incubadora.

9. Repila los pasos del 4-8 con los restantes oviductos.

* La manipulacién aqui descrita no debe de exceder los 15 minutos para cada oviducto.
De una hembra F-1 superovulada (por ejemplo, C57BL/6 x CBA/CA), se obtienen como
promedio 30-35 embriones.
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Procedimiento para el marcaje de células tumorales con Cr*

I. APEZTEGUIA y S.E. PEREA

Centro de Investigaciones Biolégicas, Apartado 6996, Cubanacan, La Habana, Cuba

El marcaje de células tumorales de diferentes origenes con Cr®!, ha sido ampliamente
utilizado en los ensayos de citotoxicidad de distintas poblaciones de células efectoras de
la inmunidad mediada por células, entre los cuales se encuentran la actividad
Natural Killer (NK) (Timonem ef al., 1981), Lymphocyte-Actived-Killer (LAK)
(Roscnberg et al., 1984), Tumor-Infiltring Limphocytes (TIL) (Lafreniere et al.), 1984,
entre otras.

A continuacién se expone un procedimiento para el marcaje de células en suspension,
que garantiza una mcjor incorporacion del radioisélopo al interior de ellas.
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El proceso consta de diez pasos fundamentales:
A partir de una suspension celular con méas del 95 % de viabilidad, se toma un
volumen tal que contenga la cantidad de células necesarias para cl experimento.
— La alicuota se centrifuga a 200 g durante sicte minutos y se decanta el
sobrenadante.
— El pellet se resuspende en un volumen pequeno, no mayor de 300 pl, en el cual la
concentracion quede ajustada a 3 x 10° cel/ml.
— Se anaden 100 uCi de Cr®! con no mas de 27 dias después de la fecha de referencia
del radioisétopo.
- Se incuban durante una hora a 37°C, con movimiento rotacional (en roller)
a dos rpm.
— Se lavan tres veces con medio de cultivo fresco, centrifugando a 200 g, durante
10 minutos, a 4°C.
— Se resuspenden en el volumen inicial.
— Se centrifugan a 200 g, durante 10 minutos, a 4°C y se decanta el sobrenadante.
- El pellet se resuspende en medio de cultivo fresco en un volumen que proporcione
una concentracion celular de 1 x 10° cel/ml.
— Por Gltimo, la suspension de células marcadas se reparte en las correspondientes
placas de microtitulacion de fondo en "U", a razon de 100 ul por cada pocillo para
dar lugar a la reaccién de citotoxicidad.

COMENTARIOS

El aspecto mas importante que se debe tener ¢n cuenta en el proceso es el movimiento
continuo de la suspensién celular durante ¢l proceso de cromacién. Cuando no hay
movimiento de la suspensién celular, el nivel de incorporacion del radiondclido es mucho
mas bajo, y la diferencia entre la liberacion total de radioactividad y la liberada
espontaneamente se hace menor.

Por el contrario, siguiendo el protocolo scialado anteriormente, los niveles de
incorporacién son mucho mayores y se garantiza una diferencia notable entre la
radioactividad liberada dec mancra cspontanca y la liberada totalmente. La liberacion
total corresponde a la incubacion de las células blanco con SDS 0,5 %; por su parte, la
espontanea se debe a las cpm liberadas por las K562 (Lozio, 1975) cuando son incubadas
con medio de cultivo.

Esta diferencia entre ambos controles experimentales es importante en el célculo de
la actividad litica especifica de las células efectoras cn cuestion.

En la tabla 1 se muestran dos ejemplos en los cualcs ¢l nivel de marcaje de la célula
se favorece, en dependencia del método empleado.

Tabla 1
INCORPORACION DE Cr’! EN CELULAS K562(4)

Liberacién rotal Liberacién espontdnea % LE/ILT*
Con movimiento rotacional 6144 =+ 2236 613 * 15 10
Sin movimiento 902 * 293 165 * 47 18

*LE: Liberacién espontdnea; LT: Liberacién total.
Los valores estdn dados en cpm.
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