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paso fundamental en la deteccion de la BrdU,
puesto que si ésta no es adecuada, el anticuerpo
no puede entrar en contacto con su antigeno (1).
Se puede usar otro fipo de agentes desnatura-
lizantes como bases fuertes, enzimas, acidos y
alcoholes, entre otros, dependiendo del
procedimiento que se aplique (6, 7,11,13-15, 17-
20). El agente desnaturalizante mas ampliamente
utilizado en técnicas inmunocitoquimicas es el
HCI, el cual proporciona buenos resultados. En
nuestro caso la concentracion éptima fue de 2,0 N.

De las diluciones ensayadas, la que nos permitié
una tincidén nuclear especifica fue la de 1:80. En
las otras diluciones se encontrd inespecificidad,
ya que presento reactividad citoplasmatica. La
dilucién éptima dependera del anticuerpo utilizado.

Finalmente, se probaron dos cromégenos DAB y
AEC, los cuales nos permiten visualizar la reaccion
antigeno-anticuerpo (8). Estos cromdgenos se
utilizaron con el fin de realizar futuros ensayos de
doble deteccidn, en los cuales se utiliza la BrdU
como marcador de proliferacion y simulta-
neamente marcadores del fenotipo celular. De este
modo, es posible escoger un cromoégeno
adecuado para un procesamiento de doble
inmunodeteccion, el cual es largo y puede ser
agresivo, alterando la estabilidad del cromdgeno
de la primera deteccion (10).

La metodologia tradicional para evaluar la
proliferacion celular utilizaba radioactividad, la cual
constituye un factor de riesgo, ademas de ser un
proceso largo tanto en la incorporacion del radio-
marcador (timidina tritiada) como en su revelado.
Asi, el uso de la BrdU y su inmunodeteccion
constituyen una alternativa de facil manejo y mas
segura para la evaluacion de la proliferacion celular
y de otras etapas del ciclo celular, tales como G1
o G2-M. De este modo, se puede calcular el
tiempo de cada fase y del ciclo celular completo.

Como se menciond en los materiales y métodos,
la técnica se probd inicialmente en otros tipos de
células fibroblastos de nervio y una linea celular
BHK, en las cuales se obtuvieron excelentes
resultados en la deteccion de células que entran
en fase S; por tanto, se considera que la técnica
aqui descrita es aplicable a diferentes tipos de
cultivos celulares con pequefios ajustes, de
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acuerdo con el modelo experimental y las
necesidades de cada investigador.
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