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SINCRONIZACION DE FIBR03LAS~OS HUMANOS 
MANTENIDOS EN CULTIVO, POR ~LUSO DE -
TIMIDINA H. 

INTRODUCCION 

Dado que el Departamento de Biología de la Reproducción 
Hu~ana del Instituto Nacional de la Nutrición, cuenta -
con una clínica para el estudio de pacientes con dife -
rentes alteraciones en la Diferenciación Sexual y que -
la a~uencia de ~stos es considerable, se ha formado un 
laboratorio de cultivo de células en donde se cuenta -
con un banco ñe céluas mantenidas en cultivo o en cong,tt 
lRción y que ~bRrcsn ~esde lfneas celulares normales, -
hasta lfneRS celulares de pacientes con diferentes dia~ 
n6sticos de alteraciones en la dife~enciación sexual, -
éstas Hneas de fibroblastos permiten estudiar entre o
tras cosasr cariotipos, receptores y sistemas enz1m~ti
cos, ya que es una célula relativa~ente fac11 de obtener 
y mantener en cultivo sin que pierda sus características 
normales de vida, 

En vista de la importancia que significa el f1broblasto 
como método de diagnóstico y de investigación bdsica, es 
preciso conocer lo mejor posible sus eventos en su ciclo 
de vida o ciclo· celular y desarrollar técnicas de sincrg, 
nización para mapear en mejores cond.iciones algunas vías 
metab&licas hormonales, 

As! nues, es la finaliñad de este trabajo el describir 
algu~as generalidades del ciclo celular del fibroblasto 
y de señalar un método de laborator!o para su sincron1-
zaci&n, 

ANTECEDENTES 

EL CICLO CELULAR. 

Las células vivas se caracterizan por presentar en for
ma cíclica eventos metabólicos y de· reproducci6n, fen6-
meno conocido con el nombre de Ciclo Celular, que cons
tituye el proceso básico en la génesis de nuevas c~lulas, 
La principal característica del proceso es su naturaleza 
cíclica, y todo ciclo te6rico se cierra sobre sr mismo 
y puede cursarse indefinidamente, es decir constituye -
una situ~cidn de equilibrio fluido, As! el crecimiento 
y la divisi6n cecular deben compensar.se de tal modo que 
el ciclo de cuplicac1ón-re~arto pernita un equilibrio -
con el mantenimiento de las características celulares -
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esenciales, tanto cualitativa como cuantitativamente. 

El estu·dio clásico de la ñivisión celular estableció dos 
amplias etapas del ciclo celular, ror una parte aquella 
en que la c~lula se divide originando 2 c~lulas descen
dientes caracterizada por la división del ndcleo o mito
sis y la división del citoplasma o citocinesis y aquella 
en que la c~lula no tiene aparentes cambios morfológicos 

.y comprende el espacio entre dos d1v1siones celulares -
sucesivas denominada 1nterrase. Interfase y división ce
lular corresponden a las dos grandes zonas del ciclo. 
Aunque la m1tos1s constituye la etapa m~s esnectacular 
morfolog3camente, la interfase envuelve la mayor comp11 
cación fisiológica al suponer la gestación celular con 
la du~licAc3ón de los componentes de la célula readre, e~ 
te proceso puede ser estudiado med~ante el empleo de -
precursores radioactivos utilizando métodos bioqu!micos 
o autorradiogr~ficos o bien mediante citofotometria en 
poblaciones sincrónicas. El em~leo de precursores radio
activos ha perm1 ti do demostrare. que la dupl1cac1dn del 
4cido ~esox1r1bunuc141co (DNA) en las c~lulas eucariót1 
cas esta situada en un ner!odo disc~eto de la interfase. 
Este descubr1miento permitió compartimentar la interfa
se en tres per!odos llamados G1 , S, y G2 ( de gap, inte~ 
valo en el idioma ingl~s y S d! s!ntesis.). 

La secuencia de esta~ fases y su duracidn media se ilus
tra en la Figura l. Durante el per!odo S, ocurre la sfn
tes1s de DNA que conduce a su d.upl1cac1dn. El per!odo G1 
es el intervalo post-mitót1co y pres1ntético, m1entras
que el perfodo, ª2 es ~l intervalo care~te~d4 srntesis 
de DNA es pre~m1tot1co y postsintético. •4J• 

Cada tejido normal o anormal consiste de una mezcla de 
) diferentes poblaciones celulares. Un buen ejemplo es -
la m~dula ~sea que desde el punto de vista de la prol1-
feracidn celular consiste en ) diferentes poblaciones -
celulares. El primero de estos grupos esti en continua
div1s1dn, despu~s de la mitosis pasan a la fase G , fase 
S y fase G regresando hacia la mitosis, son célu!as que 
prol1feran2rap1damente. La segunda poblacjón contiene -
células que dejan el ciclo celular despu~s de un cierto 
ndmero de diferenciaciones, estas celulas estan destina~ 
das a ·morir sin llegar a dividirse otra vez. Los granu
locitos son ejemplos de estas células, y en el dltimo -
~rupo salen del ciclo temporalmente y permanecen en un -
estado dormante hasta que las condiciones ambientAles -
estimulan su're-entrada hacia el ciclo celular, algunos 
llaman a estas células en estadio Go. Con estas bases -
el crecimiento normal y anormal depende de J func1ones
que pueden describirse as!• 
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1.- Tiemno del ciclo celular 
2.- Fracción de crecimiento 
).- Frecuencia de pérdida de células 

Tiempo del ciclo celular se de~ine, como el intervalo -
entre mitosis, fracción de células ciclando corresponde 
a la fracción de crecimiento y la frecuencia de pérdida 
d.e células se refiere a c1Hulas que m~gran a otros tejiil 
dos o mueren. El ti~mpo del ciclo celular Y la fraccidn 
de crecimiento, determina el mimero de células produci
das por unidad de tiempo. El crec1m~ento de ambas nor -
males y neoplasicas involucra un incremento neto en el -
n~mero de células resultando más células que nacen que
las que !Pueren, 

FASES DEL CICLO CELUh~Ht 

La c~lula normal selecciona si entra en Gl o permanece 
en un estaño de quietud o Go, estaño caracterizado por 
una act1viñad trqnscripcional muy reducida, la selec -
ción es de acuerdo a diversas condiciones que incluyen• 
~alta densidsd belular 
-limitación sérica o de otros nutrientes (aminoácidos, 
fosfato, glucosa o l!nidos), 
El mecanismo de inhibición por densir.ad no esta adn bien 
er.plicado, los factores ~ronuestos incluyen deplec1ón -
del medio, limitación de la superficie de crecimiento,
forniación de un factor inhlbidor l1b~rado por la célula 
y la cantidad de superficie celular expuesta al medio -
de crecimiento, La limitación de a~1noacidos en el medio 
simultanea~ente o de isoleuc1na, h1stidina m~s glutamina 
o ar~in1na h~n report~do oue Rrrer,tan a las células en 
Go, Las drogas que pPrmiten que la célula este en Go 1n
cl uyen I 
a) estre~tomlclna A 
b) cafeina 
e) concanavalina A 
d) acido nlcol!nico 
e) ~etil ~lioYal bis 
Existen algunas controversias s1 las .celulas en Go es -
t~n en estados fisiológicos idénticos del ciclo y esto 
se debe a las controversias en los diferentes reportes 
en relación a esto, lo que permitió que se originara -
la idea ae·10 que se llamó punto de restriciión entre -
GQ-Gl y s5,6,?, despu~s de este punto la célula inicia 
la s!ntesis de DNA en ausencia de un estímulo, Para -
los fibroblastos del embrión de ~ollo confluentes este 
punto de restricción se localiza· a la mitad de Gl, 4 -
hrs antes de s¡ cuando el suero se utilizó como esti
mulo de crecimiento, En células de la glia humana el -
punto de restricción se encontró en la parte final de 



Gl 5 horas antes de S cuando se utilizó como estimulo el 
suero, 
El punto de restriccidn se define como, el punto en el -
cual la droga no es ya efectiva para prevenir que las -
c~lulas entren a S, Su naturaleza bioquímica se deseen~ 
ce, Pudiendo ser probabilístico o o determin!st1co, un -
evento probabil!stico podría resultar de un fendmeno -
oscilatorio, los cambios cinéticos en el momento de en
trar al período S, indican q~ ~sto podría controlar por 
lo menos 2 distintos procesos que determinan la proba
bilidad de transición, Un evento determinístico podr!a 
ser el aprovechar un proceso crucial en la celula como -
la acumulación de proteina o de una proteina específi
ca como el RNA,8,9,10,11,12,13 

MUTANTES El\ EL CICLO CELULAR1 

Los mutantes que son sensitivos a la temperatura para
crecer y que son bloqueados en puntos específicos en el 
ciclo celular, pueden tener eventos bioqu!micos de con
trol, Algunos mutantes se bloquean en Gl a temperaturas 
no permitidas, Unas celHlas mutantes de Hamster china
se bloquean~ en Gl a 40 C y se encontró un defecto en -
la síntesis de gliccprote1nas a ~ore, Unas células mu
tentes CHO sensibles al fr!o se arrestan en Go a JJºC, 
A J9ºC las células tuvieron morfolog!a de fibroblastos 
donde JJOC las hace redondas y epitelioides.14 

FACTORES QUE SE HAN ASOCIADO AL PUllTO DE RESTRICCION 1 

Son 4 factores t 

t,- Factores de crecimiento• El suero es una mezcla -
compleja de substancias y el cual ha sido utilizado
rutinariamente en el cultivo celular proveiendo fac
tores necesarios para el crecimiento, Se han estudiado 
algunos otros factores de crecimiento siendo el prin-

' cipal para fibroblastos d~rm1cos, células del.mdseulo
liso y células de la glia, un factor derivado de plaqu~ 
tas humanas, de naturaleza pol1pentidica con peso mole
cular de lJ,000 pudiendo extraerse por calentamiento -
a llOºC durante dos minutos,15,16,17,18.-
0tro factor 1d.ent1f1cado es una proteina con peso mo
lecular de 18,000 liberado por células SV40 transfor
mados de los BHK,19,20. Se ha identificado otro en plas
ma de la rata que estimula la confluencia e inicia la
s!ntesis de DNA, y se aisló otro que promueve la multi
pl1cac1dn celular,21 
Un polipeptido de 11,000-lJ,OOO p.m. de condrocitos ha 
sido purificado de cartilagos,22 La 1nlc1acidn de la -
proliferación celular por prostaglandinas F2 fu~ poten
ciada por insulina e 1nh1bida por h1drocortisona,2J,24, 
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Ciertas hormonas como insulina, proinsulina, somatomedina A 
se unen al recentor denominado MSA (estimulador de la -
actividad de muiti~licación) en el f:broblasto correlacio
na con la estimulación de la síntesis de DNA en células Go. 
25,26. Dos tipos de sitios de insulina existen fibroblas
tos de embrión de pollo, una de alta densidad y afinidad 
y baja capacidad y uno de baja afinidad y alta capacidad 27, 
Pudiendo ser equivalente al receptor para MSI. Las celulas 
pueden ser estimuladas a proliferar por un tratamiento -
con proteasa, éstas potencian la acción de otros factores 
de crecimiPnto incluyendo el suero, quizás por incrementar 
la eficiencia de su utilización, 
Una proteasa celular, el activador cel plasminógeno, dis
minuye cerca de 10 v~ces en células Jt3 inhibidas por den-
s 1da4 28, 2 
2,- Cationes divalentes1 El C~ induce la transición de -
GO a S en células Balb7Jt3 y células cardiacas de rata,29, 
JO, L9.s céJ.uhs Balb estimuladl'ls con suero en un medio de
flci~nte de Ca2 no2inic:an la síntesis de DNA, por otro -
lado al agregar Ca 10 horas después de agregar el suero 
se inicia la síntesis de DNA como en un cultivo s1ncron1-
zgdo,31. 
La deprivaclón de Mg2 causa la entrada a Go de los fibro
blastos, éste catión s2 ha propuesto como un .regulador del 
crecimiento, J2, El Mg poarra regular vías metabólicas -
tal como transfosforilación, Concentr!ciongs su¡tóxicas -
de ciertos met~les divalentes como Zn , Cd-, Hg estimulan 
la síntesis de DNA en f1broblastos 33, · 
).- Superficie Celular• Algunos estudios sugieren que la 
superficie celular puede estar involucrada en la inhibi -
eión del crecimiento por densidad,J4. Una suspensión enri
quecida de membranas de celulas jTJ puede hacer que se in
hiba su entrada a s, esto deoende de tiempo y de concen
tración, no se vé este efecto 7n células Balb/Jt3, El efec
to es reversible, Los datos sugieren que esta preparación 
puede mimi tizar el efecto inhibltorio por aumento en la -
d~nsidad celular,35, 
Se ha nropuesto por otro lado la existencia de ensambles
moduladores que coexisten con r~ceptores de membrana y de 
estructuras submembranosas, microtubulos, microfilamentos 
y proteinas contrilctiles, 36, La colchieina inhibe los mo
vimientos de este ensamble y tiene un efecto directo so -
bre m1crotubulos de tal forma que bloquea el paso de Go
Gl a S en el fibroblasto,J?. La concanavalina A en dós1s 
que inhibe la movilidad del receptor de superficie también 
inhibe la entrada a s,38. 
4,- Transnorte• El transnorte de nu~rientes de poco peso 
molecular através de la merr.brana celular ha sido propuesto 
como un regulador del runto de restricción. Las células en 
estado de quietud tienen una frecue~cia muy reducida de -
interca~bio de fos~Ptos, urid1na, hexosas y algunos amino
ácidos, Cuando se estimula la c~lula se incrementa el 
transporte de fosfatos, url.d1na y hexosas, Los cambios en 
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el trans~orte son espec!ficos y no ~epresentan u a al
terac16n generalizada en la permeabilidad de la ¡embrana 
Por eje~plo el transporte de adenos:na y muchos minoa~i 
dos no ca~bian con el estado de cr=cimiento de l celula 
39,40. 1 

SINTESIS DE PROTEINAS Y DEGRADACIO~\ 1 

La síntesis de proteinas no unidas a DNA rué baja en -
células en descanso y aumentó 4 veces durantft_las prime
ras 4 horas después de estimular las células:U.ror otro -
lado, la degradación de proteinas es mayor en est s fa -
ses, el mecanismo adn no es claro, se han estudia~o en
zimas lisoso~ales (catepsina D) rep~rtandose 2 ve~es más 
alta en células en descanso pudiendo ser responsa les de 
la degradaci~n, se ha observado en fibroblastos d embri~ 
nes de rata en donde hay una correlación inversa ntre la 
frecuencia de degrAdaCiÓn y la cant:dad de srnteS S de -
DNA despu~s de inducir estimulación.42 

~· 
El RNA r1bosomal y el RNA de transferencia incrementa -
cuando la célula se estimula a Gl, se ha encontra~o de 
2 a 4 veces más en citoplasma de estos dos t1pos de RNA 
que- del mensajero.43 (mRNA) \ 
En-la mayor!a de las células eucaricSticas el mRNA es co
valentemente atacado a ácido poliadenílico (poli A~ en-
3' al final de la molécula, Esto ha permitido pode~ de
terminar los niveles del mRNA en cé!ulas que proliferan 

y en células que estan en qu1etui! .• El aumento del mRNA 
en cnulas que ".'.lrol1feran parece no ser resultado ~el -
aumento de la transcr1poidn ya que no hubo cambio ~n la 
s!ntes1s del RNA heterog~neo , el p~ecursor del mHNA. -
Una alteracidn en la eficiencia de un post-transcr pc1o
nal evento.podr!a ser responsable de un aumento en el -
mRNA.44 
Algunos estudios empleando marcajes en RNA y midie 
poli A mis el RNA ha probado la eficiencia de tran 
bir el mRNA del ndcleo al citoplasma. Estos estudi 
ponen la h1pdtes1s de que el aumento del mRNA se o ser
va en las c~lulas proliferando.45 
Al est1mulari:;e las c~lulas adicionando suero al c~l ti vo 
resulta de un reordenam1ento del del mRNA en los npli
rribosomas.46 El aumento a un 80% por 4 a 6 horas se ha 
visto despu~s de estimular el crecil!.iento, debido alun -
aumento en la síntesis de proteinas.47,48. 

NUCLEOTIDOS CICLICOS Y ENZIMAS1 

La importancia de la relación cAMP/ cGMP en la regu ación 
del ciclo celular se ha en~at1zado zucho recienteme te
el oAMP regula los estados espec!ficos en el ciclo spe-
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cia 1mente Gl, y el cGMP (guanidil m~nofosfato) es menos 
clara.49 
La aden11ciclasa y la fosfodlesterasa del cAMP son res -
pensables de la s!ntesis del cAr.P, la actividad de la -
ciclasa fluct~a durante el ciclo,50. Incluso las dos -
subunidades que componen el cAMP dependiente de la pro
tein~kinasa tipo 1 o subunidad catalítica y tipo 11 o -
subunirlad reguladora, ambas se encuentran fluctuando du
rante el ciclo celular,51. En un rerorte reciente se es
tableció que wla protein-kinasa inhibe la divisidn meió
tica en el Xinopus oocyte inducido por progesterona. En 
este sistema la incubaclón de oocitos con progesterona -
en la primera profese meiótica causa progresión a la -
segunda metafase meiót1ca. Esta división estimulada por 
progesterona fué inhibida por la subunidad catal!tica,52 

CAMBIOS NUCLEARES 1 

Cambios durante Go-Gl (per!odo transicional), se han de§. 
crito tales como dispersión progresiva de la cromatina 
a'medida que la célula avanza a S estos cambios pudiesen 
re~resentar una activación g~nica o preparación para la 
s!ntesis de DNA, las proteinas no h!stonas pueden ser -
las responsables ya que su síntesis aumenta temprana~en
te después de la mitosis alcanza su miximo en la parte 
~ltima de Gl. Sitios. de baja afinidad para proteinas re
guladoras se llenan en Gl y los de alta afinidad durante 
S, La fosforilacidn de las no histonas comienza despu~s 
de la estimulación con un aumento en la fase m~s tard!a 
de Gl, quedan a~n muchos ~untos por 1nvestigar,5). 

EL PERIODO S t 

En la mayoría de las células eucari6ticas en cultivo el 
período Ses ce 6-R hrs., pero su rango in vivo es desde 
10 minutos en el Schisosaecharomyces Pombe hasta 35 hrs 
en la piel de la oreja del ratón, 54• En organismos eu
caridticos el genoma se distribuye en cromosomas, cada 
fibra de DNA se divide en muchas unidades denom1nadas
replicones, cada replicón tiene un centro de origen del 
cual parten peque~as porciones deno~inadas puas, yapa
rentemente cada pua se fusiona con otra del repl1con -
vecino,5;. La duplicación del DNA en embrioBes de algu
nas especies se duplica apror.imadamente 100 veces más -
rdnido oue en c~lulas som~ticas de adultos de la misma 
especie; por un mecanismo que invol~cra un gran número 
de peque~os replicones posiblemente todos funcionando -
simultaneamente,56. 

INICIACION DE LA REPLICACION DEL DNA t 

En células eucarióticas el evento que marca la inicia -
c1ón de la replicación es un misterio, podr!a ser la -
presencia de un punto específico en donde algunos han r.e
portado endonucleasas que atacan ambas cadenas senci -

llas y clobles d.el DNA.57 
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Una vez que la célula ha seleccionad~ un locus rara la 
s!ntesis de DNA a través de algún evento desconocido, a
hora se precede a la polimer1zaci6n cel DNA en ambas d1-
recc1ones. Como en procar1otes las ~olimerasas del DNA -
en eucariotes funcionan unicamente en dirección 51 a 3: 
58. Las proteinas y enzimas resronsables de la nolimer1-

zac16n de DNA durante el per!odo S en células eucar1dti
cas no han sido identificadas, se han descrito algunas -
proteinas desdobladoras con pesos moleculares de 30 a JS 
mil, tambi~n se han descrito proteinas de. bajo peso mo
lecular que se encuentran en el ndcleo como la denomina
da polimerasa B o 11 y la polimerasa I, ambas enzimas -
son capaces de extender las cadenas de DNA en J'-h1droxil 
pero la polimerasa l se ha relacionado con el incremento 
de s!ntes1s de DNA en linfocitos estimulados con f1tohe
maglutinina. 59 
La conversidn de piezas de 4S a fragmentos más grandes de 
DNA durante S sugieren la existencia de ligasas y enzi
mas analogas, se han reportado 2 enzimas diferentes, am
bas requieren ATP, ambas se encuentran en el ndcleo y -
citoplasma una ·de alto peso molecular y otra de bajo pe
so mole.eular, 60 

HISTONAS Y PERIODO St 

La s!ntesis de histonas ocurre ~redo~inantemente en el -
per!odo s. Los compuestos que inhiben la sfntesis de DNA 
tales como la hidroxiurea y altos niveles de timidiua 1 ~. 
bloquean la produccidn de histonas.61 

REPLICACION DEL DNA MITOCONDRIALt 

El DNA mitocondrial es aparentemente replicado durante -
todo el ciclo celular, algunos autores sugieren que la -
s!ntesis del DNA nuclear y m1tocondr~al son independien
tes, cuando eélul9.s JtJ fueron estimuladas, la cielohex1-
m1da previene la replicaci&n del DNA nuclear pero no el 
mitocondr1al y la infección con el virus Ad2 cambia el -
modelo de replicación pero no la sfntesis de DNA mitocon 
drial.62 

G2. M y DIVISIONt 

·La célula entra a G2 después de completar su período S, 
Un da~o al DNA puede prevenir el progreso hacia la mito
sis. Varias cond1c1ones arrestan a la c~nula en G21 cAl'.P 
d1butir11, algunas drogas utilizadas en quimioterapia etc. 
Durante G2 ocurre la preparación para la mitosis, como -
reorganización de filamentos de actina, la tubul1na, com
ponente del aparato m1t6tico se hace durante S y G2. El
evento que inicia la mitosis es desconocido pudiendo de
pend.er de los ni veles de factores c1 toplasm!tt ices inh1-
b1dores, fusidn s/G2, fusión G2 temprana/G2 tardía, la -
fusión de células mit6ticas con células 1nterfás1cas pr~ 
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voca condensación prematura de cro~:somas. 
Entonces durante el rer!odo S la célula se transforma de 
ciploide en tetraoloide pues duplica su contenido de -
DNA

0 
• 

MITOSIS 1 

La divis1dn celular se compone de la división o reparto 
del material nuclear denominado en sentido estricto mi
tosis y de la división citoplásm1ca o c!tocinesis1Cmito
sis del griego mitos- f1lamentor citocinesis del gr1ego 
citos- c~lula y cinesis- movimiento), Sin embargo, en -
sentido amplio suele identificarse ~1tosis con división 
celular, Este proceso consiste esencialmente en la dis
tribuci&n a dos células hijas de los materiales celula
res duplicados en la interfase previa. La mitosis, tanto 
por motivos de andliPis citoldgico como de exposicidn -
didáctica es subdividida en etapas, aunque el proceso -
natural es continuo evidentemente, 
Unicamente se citan las etapas sin extenderse en su ex
plicación amplia, estas son• Profese, telofase, a su vez 
la profase se subdivide en 1 metaf9se y anafase, 

SINCRONIZACION 1 

La sincronización de células en un cultivo in vitro ha 
facilitado el estudio de los eventos moleculares que o
curren durante el ciclo celular, esto se consiguió colo
cando el cultivo a una temperatura tal o en presencia de 
un tratamiento químico que bloqueara el ciclo celular en 
una determinada fase, por medio de estos artificios es -
posible conseguir que un cultivo cuyas células se encuen 
tren a lo largo de los diferentes rer!odos (Gl, S, G2 o 
mitosis) prosiga en ciclo hasta acu~ular sus células en 
la fase bloqueada,. Al eliminar las condiciones de inh1-
b1cidn restaurando las condiciones normales de cultivo, 
todas las c~lulas contindan el ciclo a partir de la mis
ma fase, Por lo tanto, en estos cultivos es posible es
tudlar los fenómenos b1oqu!micos que ocurren en cada pe
rfodo,Los agentes bloqueadores más utilizados son• Timi
d1na,· ameptoterina, adenosina y fluorodeoxy uridina y -
la ygriRcidn en la concentración de nutrientes en los me
dios ·de cultivo. 

MA':'ERIAL Y METODOS t 

Las líneas celulares de fibroblastos se derivaron de ex
plantes ~rimarios de piel procedente de prepucios obte -
nidos al tiempo de la circuncisidn de :r sujetos norma -
les, estos fibroblastos en monocapa se encontraban cu -
biertos con medio· esencial mínimo de Eagle (MEM), adicio
nado de 10% de suero fetal de ternera en una atmósfera -
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de 95% de o~!geno y 5% de C02. Se sembraron 10 botellas 
de 8 onzas con 1.5lC106 células en cada botella, las cé
lulas estRban a J7ºC en las condiciones Antes rnencior.qdas 
durante 48 horas, Al finalizar las 48 hrs, se blocuearon 
con t1m1d1na fr!a a una concentración 6mM durante ·16 hrs. 
tiempo en el cual se retiró el bloqueo para enalizar a -
intervalos de 2 hrs. la duración del período S, para lo 
cual se realiz~ en una alicuota de células la purifica -
ción de ndcleos para la cusntificación de DNA,·y otra a
ll.cuota se sometió a estudio de c1tofluorograf!a, En un 
procedimiento e•oer1mental separado al finalizar las 16 
hrs. rle bloqueo con t1m1d1na rrfa se hizo la incorpora
c' ón de tirn1dina trit1aña a las a1rerentes ~rep9rac1ones 
ce1ul9res rara estudio de 1ncorrorac1ón de este precur
sor rad1oqct1vo al DNA de qcuerdo a la fase del ciclo ce
lu1Rr en que los fi brobl11stos se encontraban. 

Incnr~or'lción de tl¡nl d1D'l 3H Al D!~P.. - La incorporación 
de ti~lñ!na JH a l~s células en monocapa se realizó una 
vez terml.nado el blooueo con timidina fr!a. Dicha 1ncor
porac1ón se estuñió éada 2 horas; hasta cubrir un per!o
do de 12 hrs, utilizando una concentraclón de .1 uCi/ml 
(1 pm/ml ) de medio de incubación al finalizar cada tiem
po 'de 1ncorrorac1ón de ti~1dina, las c~lulas se lavaron 
con FBS, se tr1ps1nizaron y se hizo un precipitado de -
c~lulas qu~ fueron sometidas a lavado por centrifugación 
2 veces mds. La suspensión de células lavadas fueron some 
t1das a ultrasonido para su ruptura, sometiendo los 
son!cado~ celulares a conteo. 

C¡¡Apt1flcqc1ón de DNA,- La cuant1f1caclón de DNA se rea
lizó en preparaciones de núcleos limpios obtenidos de c~
lulas intactas sometidas a choqµe hi~otón1co para ~rodu
cl r su ruT1tura por medios mecánicos, aseguráridonos de -
mantener la 1nte~r1dad anatómica del ndcleo, el procedi
miento que se utilizó para la cuant1f1cac1ón de DNA, rul 
la de Santo1ann1 y Ayala 64. 
L~ cltofluorometr1a se real1zd mediante la tinción de 
célu1 as con bromuro de et1d1o utilizando un aparato que 
se denomina c1to~luorómetro equipado con un rayo lasser 
de ar~ón-hel1o y que permite el anRlisis de las células 
através de la medlci&n de la cantidad de fluorescencia 
emitida por cada n~cleo de la célula, ésta 1nformac1dn 
~e colecta en un analizador de mult1canales lo que dá -
como resultado la formacidn de un histograma, la propor
ción ne células distribuidas através de las diferentes 
fases del ciclo celular queda integrando el histograma. 
65, f.6 y f.7, 

RESULT.A.DOS ·-
En la tabla No. 1 se resumen los porcentajes obtenidos 
en los diferentes ~er!odos de 1ncubaci6n, observdndose -
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un m~kimo de 91% en Gl a las e horas y su desplazamien-
to a 30.5% a las 8 hrs. de 1ncubaci6n. En las gráficas A, 
B, C, Y, D se se~alan los histogramas de la c1tofluorogra~!a 
observandose los Picos de las noblac1ones celulares en -
cada una de las ráses del c1clo celular. 

El aumento en la 1ncornorac1ón de timid1na 3H al DNA du
rante el per!odo S del c1clo celular alcanza un md~imo a 
las e hrs. y a partir de este tiempo comienza el paso a 
G2, gráfica E, 

Utilizando las degradaciones por minuto promedio de le~
rerl mentos se transformó mate~atica~ente a fento~olas por 
hora de incubación de DNA, observándose un Pico entre las 
seis y ocho horas con 117.6 fm hora de incubación, gráf1 
ca F, 

DISCUSIO!~ ·-

Ha sido de~ostrado que las c~lulas ~esenquimatosas sin
cronizadas tienen la caoacidad de producir sistemas enzl 
mdticos s1m1lares a las células endocrinas parenquimato
sas, mientras que ~stas mismas actividades enzimáticas -
no es posible detectarlas en c~lulas mesenqu1matosas as'n 
crónicas, d~quf la necesidad de desarrollar t~cn1cas de 
sincronización que fec111ten el estudio de v!as metabol1-
cas hor~onales y la detección óotima de sistemas enz!má
t1cos. y de otras prote1nas. 

Dado que la afluencia de pacientes con estados interse~
uales ocas1onados ~o~ diferentes defic1enc1as enzimdticas 
que repercuten en grados variables de amb1guedad genital 
es eonslderable,68, y contando adem~s· con la facil1dad -
de mantener con~eladas las l!neas celulares obtenidas a 
p':lrt1r de 1fatos - pacientes, se vuelve mds necesario y pro
vechoso a nivel d1agn&st1co y de invest1gac1dn el desa
rrolla• de la manera mis correcta ~sta metodología para 
la Drec1sa local1z9c1dn de ~stas enzimas, en vista de -
que· se logrd la sincronización del 90% de las c~lulas 
en fqse S, no sólo se puede mapear la vta metabdl1ca -
deseada s1no que además se pueden estudiar las caracte
r!~ticas de c1n~t1ca enz1mdt1ca en los fibroblastos sin
cron1zar.os derivados de piel humana normal , para poste
riormente comr.arRrlos con los nortadores de def1cienc1as 
enzimáticas. El estudio de una· enzima es muy complejo, -
rebresenta ar.ro~1mao~mente 7 factores 1 a)es~ec1f1cidad 
dei substratb, b) cencentracidn molar del substrato -
a la cual se encuentra la m'l1ma actividad de la enzima 
c) el tiempo en el que se logra la m~~1ma actividad de 
le enzima,"d) los nroductos que 1nh1ben la actividad de 
la enzima f) actividad espec!fica de la anz1ma, g) peso 
molecular, constante de equilibrio , etc. 

Hasta la actua11~ad muy pocas enzimas h9n sido estudia-
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das en f'orma comnleta, conociéndose unica!!:ente en la ma
yor!a de ellas al~unos de los primeros rarámetros menc1~ 
ngdos lo que abre un horizonte muy amplio en esta área 
de la 1nvest1~ación b~sica, prometiendo diRgnóst1cos -
temrranos y '!'or lo tanto tratamientos que logren buenos 
pronósticos. 

l 
t 



TABLA I 

SINCRONIZACION DE FIBROBLASTOS HUMANOS POR EL USO DE TIHIDINA 

ANALISIS CITOF.LUOROGRAFICO 

T 1 EHPO HRS. FASE G1 FASE S·~2 FASE s+G2 

o 91% 8% 

2 79,9 % 20. 71% 

4 55.66% 44.64% 

6 35.79% 64.44% 

8 30.50% 69.31% 

10 27.46% 12.5u· 

12 21. 74% 77,80% 
.. 
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INCORPORACION DE TIMIDINA lH DURANTE LA FASE ~ DEL CICLO 

CELULAR EN FIBROBLASTOS HUMANOS SINCRONIZADOS 
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INCORPORACION DE TIMIDINA ~H DURANTE LA FASE §DEL CICLO 
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