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SINCRONIZACION DE FIBROSLASTOS HUMANCS
KANTENIDOS EN CULTIVO, POR ZL USO DE <
TIMIDINA H.

INTRODUCCION

Dado que &1 Departamento de Biologfa de la Reproduceidn
Hurana del Instituto Naclional de la Nutricidn, cuenta -
con una clfnica para el estudio de pacientes con dife -
rentes alteraciones en la Diferenciacidn Sexual y que -
la afluencla de éstos es considerable, se ha formado un
laboratorio de cultivo de células en donde se cuenta -
con un banco de céluas mantenidas en cultivo o en conge
laeidn y que zbarcan Jesde 1fneas celulares normales, -
hasta 1fneas celulares de pacientes con diferentes diag
ndsticos de alteraciones en la diferenclacidn sexual, -
€stas 1fneas de fibroblastos permiten estudiar entre o
tras cosasy cariotipos, receptores y sistemas enzimdti=
cos, ya que es una célula relativamente fdecil de obtener
y mantener en cultivo sin gue plerda sus caracterfsticas
normales de vida,

En vista de la importancia que significa el fibroblasto
como método de dlagndstico y de investigacidn bdsica, es
preciso conocer lo mejor posible sus eventos en su ciclo
de vida o ciclo celular y desarrollar técnicas de sinerg
nizacidn para manrear en mejores coniiciones algunas vias
metabdlicas hormonales,

As? pues, es la finalidad de este trabajo el describir
algunas generalidades del ciclo celular del fibroblasto
y de sefalar un método de laboratorio para su sincroni-
zacién, -,

ANTECEDENTES
EL CICLO CELULAR,

Las células vivas se caracterizan por presentar en for-
ma cfclica eventos metabdlicos y de reproduccidn, fend-
meno conocido con el nombre de Ciclo Celular, que cons-
tituye el proceso bdsico en la génesis de nuevas células.
La principal caracterfstica del proceso es su naturaleza
cfclica, y todo ciclo tedrico se cierra sobre sf mismo

y puede cursarse indefinidamente, es decir constituye -
una situacién de equilibrio fluide. Asf el crecimiento

y la divisién cecular deben compensaese de tal modo que
el clclo de duplicacidn-rerarto permita un equilibdbrio -
con el mantenimiento de las caracterfsticas celulares =
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esenciales, tanto cualitativa como cuantitativamente,

El estudlo cldsico de la divisidn celular establecid dos
amplias etapas del ciclo celular, ror una parte aquella
en que la cflula se divide originando 2 células descen-
dientes caracterizada por la divisidn del ndcleo o mito-
sis y la divisidén del citovplasma o citocinesls y aquella
en que la cflula no tiene aparentes cambios morfoldgicos
.y comprende el espacio entre dos diviciones celulares -
sucesivas denominada interfase, Interfase y divisidn ce-
lular corresponden a las dos grandes zonas del ciclo.
Aunque 1a mitosis constituye la etapa mds esvectacular
morfologicarente, la interfase envuzlve la mayor compli
cacidn Tisinldglca al suponer la gestacidn celular con
la durlicacidn de los componentes de la cédlula radre, eg
te proceso puede ser estudiado medlsnte el empleo de -
rrecursores radioactivos utilizando métodos bloqufmicos
o autorradiogrdficos o biern medlante cltofotometria en
poblaciones sincrdnicas, El empleo de precursores radio-
activos ha permitido demostrare que la duplicacidn del
dcido desoxiribunucléico (DNA) en las células eucaridti
cas esta situada en un perfodo discreto de la interfase,
Este descubrimiento permitid compartimentar la interfa-
se en tres perfodos 1lamadoes G,, 8, y G2 ( de gap, inter
valo en el idloma inglds y S d& sfntesis.).

La secuencia de estas fases y su duracidn media se ilus-
tra en 1a Figura 1, Durante el perfodo S, ocurre la sin-
tesls de DNA que conduce a su duplicacidn. El perfodo Gy
es el intervalo post-mitdtico y presintético, mientras
que el perfodo, G, es el intervalo carefti dE sintesis
de DNA es pweamitético v postsintdtico.l+%3s

Cada tejido normal o anormal consiste de una mezcla de

J diferentes poblaciones celulares, Un buen ejemplo es -
la médula dsea que desde el punto de vista de la proli-

feracidn celular consiste en 3 diferentes poblaciones -

celulares, El primero de estos gruros estd en continua-

divisidn, despuds de la mitosis pasan a la fase G , fase
5y fase 62 regresando hacia la mitosis, son células que
proliferan“rapidamente, La segunda podblacidn contiene =

células gue dejan el ciclo celular después de un clerto

nimero de diferenciaciones, estas celulas estan destinas
das a morir sin llegar a dividirse otra vez., Los granu-

locitos son ejemplos de estas célulss, y en el dltimo -

grupo salen del ciclo temporalmente y permanecen en un -
estado dormante hasta que las condiciones amblientales -

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 3 funciones-

que pueden describirse asit
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1.- Tiempo del ciclo celular
2.« Fraceidn de crecimiento
3,= Frecuencia de pérdida de células

Tiempo del ciclo celular se define, como el intervale -
entre mitosis, fraccidn de c¢flulas clclando corresponde
a la fraceidn de crecimiento y la frecuencia de pérdida
de células se reflers a cdlulas que migran a otros tejlé
dos o mueren, El tiempo del ciclo celular ¥ 1a fraceidn
de crecimiento, determina el nimero de c4lulas producie
das por unidad de tiempo, El crecimiento de ambas nor =
rales y neoplasicas involucra un incremento neto en el -
nimero de células resultando mds células que nacen que-
las que mueren,

FASES DEL CICLO CELULAR:

La ¢élula normal selecciona si entra en Gl o permanece
en un estado de guletud o Go, estado caracterizado por
una actividad transcripcional miy reducida, la selec =
cidn es de acuerdo a diversas condiciones que incluyen:
-alta densidad celular

-limitacidn sérica o de otros nutrientes (aminodcidos,
fosfato, glucosa o 1fnidos),

El mecanismo de inhibicidn por densidad no esta adn bien
explicado, los Tactores proouestos incluyen deplecidn =
del medio, limitacidn de la superficle de crecimiento,-
formacidn de un factor inhibidor libdberado por la célula
y la cantidad de superficie celular expuesta al medio =«
de crecimisnto. La limitacidn de aminoacides en el medio
simultaneamente o de isoleucina, histidina mds glutamina
o arzinina han reportado que arrestan a las células en
Go. Las drogas que permiten que la célula este en Go in-
cluyens

a) estre-~tomicina A

b) cafeina

¢) concanavalina A

d) acido nlcolfnico

e) metil glioval bis

Existen algunas controversias si las celulas en Go es =
tdn en estados fisioldgicos idénticos del clclo y esto’
se debe a las controversias en los diferentes reportes
en relacidn a esto, lo que permitid que se originara -
la idea de lo que se 1llamé punto de restriciidn entre -
G0-Gl y S5+6,7, después de este punto la célula inicia
1la sfntesis de DNA en ausencia de un estfmulo, Para -
los fibroblastos del embridn de pollo confluentes este
punto de restriceidn se localiza a la mitad de G1, 4 -
hrs antes de S1 cuando 21 suero se utilizé como esti-
mulo de cracimiento. En ¢élulas de la glia humana el -
punto de restriccidn se encontrd en la parte final de
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Gl 5 horas antes de S cuando se utilizd 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 -
células entren a S, Su naturaleza bloqufmica se descon{
_ce, Pudiendo ser probabilfstico o o determinfstico, un -
evento probabilfstico podrfa resultar de un fendémeno -
oscilatorio, los cambios cindticos en el momento de en=
trar al perfodo S, indican que ésto podrfa controlar por
lo menos 2 distintos procesos que determinan la probae
bilidad de transicidn, Un evento determinfstico podrfa
ser el aprovechar un proceso crucial en la celula como -
la acumulacidn de proteina o de una proteina especifi-
ca como el RNA,8,9,10,11,12,13

MUTANTES EN EL CICLO CELULAR:

Los mutantes que son sensitivos a la temperatura para-

crecer y que son bloqueades en puntos especificos en el
clclo celular, pueden tener eventos bioqufmicos de con-
trol. Algunos mutantes se bloguean en Gl a temperaturas
no vermitidas, Unas celylas mutantes de Hamster chino-

se blogqueans en Gl a 40 C y se encontrd un defecto en =
la sfntesis de gliccprotetnas a “0°C, Unas cdlulas pu-

tentes CHO sensibles al frfo se arrestan en Go a 33°C,

A 390C las cdlules tuvieron morfologfa de fibroblastos

donde 330C las hace redondas y epitelioides.l4

FACTORES QUE SE HAN ASOCIADO AL PUKTO DE RESTHICCICN:

Son 4 factoress

Y,=- Factores de crecimlento: El suero es una mezcla =
compleja de substancias y el cual ha sido utilizado-
rutinariamente en el cultivo celular provelendo fac-
tores necesarlios para el crecimiento, Se han estudiado
algunos otros factores de crecimiento siendo el prin-
‘eciral para fibroblastos dérmicos, células del misculo-
1is0 y c4lulas de la glia, un factor derivado de plagqug
tags humanas, de naturaleza polipevntidica con peso mole-
cular de 13,000 pudisndo ertraerse por calentamiento -
a 110°C durante dos minutos.15,16,17,18.- v
Otro factor identificado es una proteina con peso mo-
lecular de 18,000 liberado por células SV4D transfora
rados de los BHK,19,20, Se ha identificado otre en plas-
ma de la rata que estimula la confluencia e inicia la-
sintesis de DNA, y se aisld otro que promueve la multi-
Blicacidn celular,?l

n polipeptido de 11,000-13,000 p.ms de condrocitos ha
sido purificado de cartilagos,22 La iniclacién fe la -
proliferacidn celular por prostaglandinas F2 fué poten-
ciada por insulina e inhibida por hidrocortisona.23,24,
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Ciertas hormonas como insulina, proinsulina, somatomedina A
se unen al receptor denorinado MSA (estimulador de la =
actividad de multirlicacidn) en el *:ibroblasto correlacioe
na con la estimulacidn de la sintesis de DNA en células Go,
25,26, Dos tipos de sitios de insulina exvisten fibroblas-
tos de embridn de pollo, una de alta densidad y afinidad
y baj)a capacidad y uno de baja afinidad y alta capacidad 27,
Pudiendo ser equivalente al receptor para MSK, Las celulas
pueden ser estiruladas a proliferar por un tratamiento =
con proteasa, éstas potencian la accidn de otros factores
de crecimiento incluyendo el suero, quizds por incrementar
la eficiencia de su utilizacidn,
Una proteasa celular, el activador del plasmindgeno, dis-
minuye cerca de 10 veces en células 3t3 inhibidas por den-
sidag 28, 2
2.~ Cationes divalentest E} Ce”~ induce la transicidn de =
GO a S en células BalbZ3t3 y células cardiaces de rata,29,
30, Las célulag Balb estimuladas con suero en un medio de-
ficiente de Ca nosinician la sintesis de DNA, por otro -
lado al agregar Ca~ 10 horas después de agregar el suero
se inicia 1la sfntesis de DNA como en un cultivo sincroni=-
zado, 31,
La deprivacidn de Mgz causa la entrada a Go de los fibroe
blastos, éste catidn sg ha propuesto como un .regulador del
crecimiento, 32. E1 Mg° podrfa regular vfas metabdlicas -
tal como transfosforilacidn, Concentrgciongs suBtdxicas -
de clertos metales divalentes como Zn~, Cd<, Hg“ estimulan
la sfntesis de DNA en fibroblastos 33,
3.« Superficie Celulart Algunos estudios sugieren que la
superficie celular puede estar involucrada en la inhibi -
¢idn del crecimiento por densidad,34. Una suspensidn enri-
quecida de membranas de celulas 3T3 puede hacer que se in=
hiba su entrada a S, esto depende de tiempo y de concen=
tracidn, no se vé este efecto =n células Balb/3t3, El efec-
to es reversible, Los datos sugleren que esta preparacidn
puede mimitizar el efecto inhibitorio por aumento en la -
densidad celular,3s,
Se ha vropuesto por otro lado la existencia de ensambles-
moduladores que coexisten con receptores de membrana y de
estructuras submembranosas, microtubulos, microfilamentos
y proteinas contrdetiles, 36. la colchicina inhibe los mo=
vimientos de este ensamble y ti=ne un efecto directo so -
bre microtubulos de tal forma que blogquea el paso de Go-
Gl a S en el fibroblasto,3?. La concanavalina A en ddsis
que inhibe la movilidad del receptor de superficlie también
inhibe la entrada a 8,38,
4.« Transvorte: El transporte de nutrientes de poco peso
molecular através de la merbrana celular ha sido propuesto
como un regulador del punto de restriccidn. Las células en
estado de quletud tienen una frecuercla muy reducida de -
intercarblio de fosf=ztos, uridina, hexosas y algunos amino-
dcidos, Cuando se estimula la célula se incrementa el -
transporte de fosfatos, urtdina y hexosas, Los cambios en



. sbe
el transvorte son especfficos y no representan una al=-
teracidn generalizada en 1a permeabilidad de 1la membrana
Por ejemplo el transporte de adenosina y muchos amlinoagt
dosuno carbian con el estado de cr=cimiento de 1‘ celula
39,40, <

SINTESIS DE PROTEINAS Y DEGRADACION:

La sintesis de proteinas no unidas a DNA fué baja en =
células en descanso y aumentd 4 veces durante las| prime-
ras 4 horas después de estimular las células,Bpor| otro -
lado, la degradacién de proteinas es mayor en estas fa -
ses, el mecanismo aUn no es claro, se han estudiado en-
zimas lisosomales (catepsina D) reposrtandose 2 veges nds
alta en células en descanso pudiendo ser responsadbles de
la degradacidn, se ha observado en fibroblastos de embrig
nes de rata en donde hay una correlzcidn inversa e¢ntre la
Trecuencia de degradacidén y la cantidad de sfntesls de -
DNA despuds de induclir estimulacidn.42

BNA 1

E1 BNA ribosomal y el RNA de transferencia incrementa -
cuando 1la célula se estimula a Gl, se ha encontrado de
2 a 4 veces mds en citoplasma de estos dos tipos dle RENA
que del mensajero,43 (mANA)
En:la mayorfa de las células eucaridticas el mBNA es co-
val=ntemente atacado a dcido poliadenflico (poll A} en-
3" al final de la molécula, Esto ha permitido poder de-
terminar los niveles del mBNA en células gue proliferan
y en células que estdn en quietud, E1 aumento delmeNA
en células que »roliferan parece no ser resultado iel -
aumento de la transcripeldn ya que no hubo cambio en la
sfntesis del RNA heterogéneo , el precursor del mhNA, -
Una alteracidn en la eficlencia de un post-transeripcio-
nal evento podria ser responsable de un aumsnto en|el -
mBNA b4
Algunos estudios empleando marcajes en ENA y midiendo el
poll A mds el RNA ha probado la eficiencia de tranger!i-
bir el mANA del nudcleo al citoplasma, Estos estudids su-
ponen la hipdtesis de que el aumento del mBENA se ohsers
va en las c€lulas proliferando.4s
Al estimularse las cflulas adiclonando suero al cultivo
resulta de un reordenamiento del del mRNA en los poli-
rribosomas,46 El aumento a un 80% por 4 a 6 horas se ha
visto después de estimular el creciriento, debldo a un -
aumento en la sintesis de protelnas.t7,48,

NUCLEOTIDOS CICLICOS Y ENZIMAS:

La i{mportancia de la relacidn cAMP/ cGMP en la regulacidn
del cliclo celular se ha entatizado zucho recientementea
el cANMP regula los estados especificos en el cliclo espe-



cizlmente G, y 1 cGMP (guanidil monofosfato) es menos
clara.lg

La adenilciclasa y la fosfodlesterasa del cAMP son res -
ponsables de la sfntesls del cANP, 1a actividad de la -
ciclasa fluctda durante el ciclo,50, Incluso las dos =
subunidades que componen el cANMP dependiente de la pro-
teir-¥inasa tipo 1 o subunidad catalftica y tipo 11 o =
-subunidad reguladora, ambas se encuentran fluctuando du-
rante el ciclo celular,51. En un rerorte reciente se es.
tablecid que -la protein-kinasa inhibe la divisidn meid.-
tica en el Xinopus oocyte inducido vor progesterona. En
este sistema la incubacidn de oocitos con progesterona =
en la primera profase meidtica causa progresidén a la =
segunda metafase meidtica, Esta divisién estimulada por
progesterona fué inhibida por la subunidad catalftica,52

CAMBIOS KUCLEARZS:

Camblos durante Go~Gl (perfodo transicional), se han deg
crito tales como dispersidn progresiva de la cromatina

a medida que la célula avanza a S estos cambios pudiesen
representar una activacidn génica o preparacién para la
sfntesis de DNA, las proteinas no histonas pueden ser =
las responsables ya que su sintesis aumenta tempranamens
te después de la mitosis alcanza su mgvimo en la parte
Yltima de Gl, Sitios de baja afinidad para proteinas ree
guladoras se llenan en Gl y los de alta afinidad durante
S, La fosforilacién de las no histonas comienza después
de la estimulacidn con un aumento en la fase mds tardfa
de G1, quedan aun muchos puntos por investigar,53,

EL PERIODO St

En la mayorfa de las células eucaridticas en cultivo el
perfodo S es de 6-8 hrs,, pero su rango in vivo es desde
10 minutos en el Schisosaecharomyces Pombe hasta 35 hrs
en la plel de la oreja del ratdn, 5%, En organismos eu-
caridticos el genoma se distridbuye en cromosomas, cada
fibra de DNA se divide en michas unidades denominadas-
replicones, cada replicdn tiene un centro de origen del
cual parten pegue®as porciones denorinadas puas, y apa-
rentemente cada pua se fusiona con otra del replicon -
veeino, 55, la duplicacidn del DNA en embriomes de algue
nas especies se duplica aproximadamente 100 veces mds =
rdpido que en células sordticas de adultos de la misma
especie, por un mecanismo que involucra un gran nuimero
de pequeVios replicones posiblemente todos funcionando =
simultaneamente, 56,

INICTACION DE LA REPLICACION DEL DNAs

En cflulas eucaridticas el evento que marca la inicla =
cidn de la replicacidn es un misterio, podrfa ser la -
presencia de un punto especffico en donde algunos han re-
portado endonucleasas que atacan ambas cadenas sencl =

1llas y dodles del DNA, 47
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Una vez que la célula ha selecclionads un locus rara la
sintesis de DNA a travds de algin evento desconocido, a=-
hora se precede a2 1la polimerizacidn del DRA en ambas di-
recciones, Como en procariotes las molimerasas del CNA =
en eucariotes funclonan unicamente en direccidn 5' a 3}
58, las proteinas y enzimas resronsabdles de la nolimeria

zacidn de DNA durante el perfodo S en células eucaridti-
cas no han sido identificadas, se han descrito algunas =
proteinas desdobladoras con pesos moleculares de 30 a 35
mil, también se han descrito proteinas de bajo peso mo=-
lecular que se encuentran en el ndcleo como la denomina-
da polimerasa B o0 11 y 1a polimerasa I, ambas enzimas -
son capaces de extender las cadenas de DNA en 3'-hidroxil
rero la polimerasa 1 se ha relacionado con el incremento
de sintesis de DNA en linfocitos estimulados con fitohe-
meglutinina, 59
La conversidn de plezas de 45 a fragmentos mds grandes de
DNA durante S sugleren la eristencis de ligasas y enzie
mas analogas, se han reportado 2 enzimas diferentes, am-
bas requieren ATP, ambas se encuentran en el niucleo y -
citorlasma una de alto peso molecular y otra de bajo pe-
so molecular.60

HISTONAS Y PERIODO St

La sfntesis de histonas ocurre rredominantemente en el -

rerfodo S, Los compuestos que inhiben la sfntesis de DNA

tales como la hidroxiurea y altos niveles de timldipa, =«
bloquean la produccidn de histornas,.6l

REPLICACION DEL DNA MITOCONDRIAL:

El DNA mitocondrial es aparentemente replicado durante -
todo el eiclo celular, algunos autores sugieren que la =
sintesis del DNA nuclear y mitocondrial son independien-
tes, cuando células 3t3 fueron estimuladas, la ciclohexi=
mida previene la replicacidn del DNA nuclear pero no el
mitocondrial y la infeccidn con el virus Ad2 cambia el -
modelo6de replicacidn pero no 1la sintesis de DNA mitocop
drial, 62

G2, My DIVISION:

‘La célula entra a G2 despuds de completar su perfodo S,
Un da%o al DNA puede prevenir el progreso hacia la mito-
sis, Varias condiclones arrestan a la célula en G21 cAKP
dibutiril, algunas drogas utilizadas en quimloterapia etc.
Durante G2 ocurre la prevaracidn para la mitosis, como =
reorganizacidn de filamentos de actina, la tubulina, com=-
ponente del aparato mitdtico se hace durante S y G2, El-
evento que inicia 1la mitosis es desconocido pudiendo de-
vender de los niveles de factores cltoplasmdticos inhi-
bidores, fusidn s/G2, fusidn G2 temprana/G2 tardifa, la =
fusidn de células mitdticas con células interfdsicas prg
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voca condensacidn prematura de croxzsomas,
Entonces durante el perfodo S la cé4lula se transforma de

%ézloide en tetraploide pues duplica su contenido de -

MITOSIS s

La divisidn celular se compone de la divisidén o reparto
del material nuclear denominado en sentido estricto mi-
tosis y de la divisidn citopldsmica o citocinesisi(mito-
sls del griego mitos- fllamento; citocinesis del griego
citos- célula y cinesis- movimiento), Sin embargo, en -
sentido amplio suele identificarse mitosis con divisidn
celular, Este proceso consiste esencialmente en la dis-
tribucidn a dos células hijas de los materiales celula=
res duplicados en la interfase previa. La mitosis, tanto
por motivos de andlirls citoldgico como de exposicidn -
diddetlica es subdividida en etamas, aunque el proceso -
natural es continuo evidentemente,

Unicamente se citan las etapas sin extenderse en su ex-
prlicaciédn amplia, estas sont Profase, telofase, a su vez
la profase se subdivide en: metafoese y anafase,

SINCRONIZACION

La sincronizacidn de células en un cultivo in vitro ha
facilitedo e} estudio de los eventos moleculares que 0=-
curren durante el ciclo celular, esto se consiguid colo=
cando el cultivo a una temperatura tal o en presencia de
un tratamiento qufmico que blogueara el ciclo celular en
una determinada fase, por medio de estos artificios es =
posible consegulr que un cultivo cuyas células se encuep
tren a lo largo de los diferentes rarfodos (G1, S, G2 o
mitosis) prosiga en ciclo hasta acuzular sus células en
la fase blogueada, Al eliminar las condiciones de inhi-
bicidn restaurando las condiciones normales de cultivo,
todas las células contindan el ciclo a partir de la mis.
ma fase, Por lo tanto, en estos cultivos es posible esa
tudiar los fendmenos bloquimicos que ocurren en cada pe-
rfodo.Los agentes blogqueadores mds utilizados sont Timia
dina, ameptoterina, adenosina y fluorodeoxy uridina y -
1a variscidn en la concentracidén de nutrientes en los me-
dios 'de cultivo,

MATERIAL Y METODOS ¢

Las 1fneas celulares de fibroblastos se derivaron de ex-
plantes primarios de piel procedente de prepucios obte -
nidos al tiempo de la circuncisicn de I sujetos norma «
les, estos fibroblastos en monocapa se encontraban cu =
blertos con medio esencial mfnimo de Eagle (MZM), adicloca
nado de 10% de suero fetal de ternera en una atmésfera =
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de 95% de oxfgeno y 5% de COp, Se sembraron 10 botellas
de B onzas con 1,5x10% células en cada botella, las cé-
lulas estaban a 37°C en las condiciones antes menclonadas
durante 48 horas, Al finalizar las 48 hrs, se bloguearon
con timidina frfa a una concentracidn 6mM durante 16 hrs.
tiempo en el cual se retird el bloqueo psra mnalizar a -
intervalos de 2 hrs. la duracidn del perfodo S, para lo
cual se realizé en una alicuota de células la purifica -
cidn de ndcleos para la cusntificacidn de DNA, y otra a-
licuota se sometid a estudio de citofluorograffa, En un
procedimiento exverimental separado al finalizar las 16
hrs. de blogueo con timidina *rfa se hizo la incorpora-
c'dn de timidina tritlada a las diferentes prepsraciones
celulares rara estudio de incorroracidn de este precure
sor radloactivo al DNA de acuerdo 2 la fase del ciclo cew
lular en gue los fibroblastos se encontraban,

Ipcorraracidn de timidina 3H al DRE,- La incorporacidn

de timidina 3H a las células en monocapa se realizd una
vez terminado el blogueo con timidina frfa, Dicha incor-
roracidn se estudid cada 2 horas: hasta cubrir un perfo-
do de 12 hrs, utilizando una concentracidn de .1 uCi/m}
{1 pm/ml ) de medio de incubacidn al finallzar cada tiem-
po de incorroracidn de timidina, las c4lulas se lavaron
con FBS, se tripsinizaron y se hizo un precipitado de =
cdlulas gue fueron sometidas a lavado por centrifugacidn
2 veces mds, La suspensidn de c4lulas lavadas fueron some
tidas a ultrasonido vara su rurtura, sometiendo 1los =
sonicados celulares a conteo,

Cuantificacidn de DNA,- La cuantificacidn de DNA se rea-

1128 en rreraraciones de nicleos lirnlos obtenidos de céde
lulas intactas sometidas a choque hirotdnico para rrodu-
eir su runtura por medioe mecdnicos, asegurdndonos de -
mantener la integridad anatdmica del ndcleo, el procedi.
miento que se utilizd para la cuantificacidn de DNA, fué
la de Santoianni y Ayala 6l.

"La_citofluorometria se realizé mediante la tincidn de
células con bromuro de etidio utilizando un aparato que
se denomina citofluordmetro equipado con un rayo lasser
de argén-helio y que permite el andlisis de las células
através de la medleidn de la centidad de fluorescencia
emitida por cada nicleo de la célula, dste informacidn

se colecta en un analizador de multicanales lo que dd -
como resultado la formacidn de un histograma, la propor-
¢idn de células distribuidas atravéds de las diferentes
fases del ciclo celular queda integrando el histograma,

£5, (6 y €7, '

RESULTADOS ., .
Zn la tadla No, 1 se resumen los porcentajes obtenidos
en los diferentes perfodos de incubacidn, observdndose -
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un m{simo de 91% en Gl a las ® horas y su desplazamien=
to a 30,5% a 1as 8 hrs, de incubacidn. En las grdficas A,
B, C, y D se sefalan los histogramas de la clitofluorograffa
observandose los picos de las noblaciones celulares en =
cada una de las fases del ciclo celular,

~—i

El aumento en la incornoracidn de timidina 3H al DNA du-
rante el perfodo S del ciclo celular alcanza un mdximo a
las & hrs, y a rartir de este tiemro comienza el paso &
G2, grdfica E,

Utilizando las degradaciones por minuto promedio de 3, eX=
rerimentos se transformd matematicamente a fentomolas por
hora de incubacién de DNA, observdndose un pico entre las
sei; y ocho horas con 117,6 fm hora de incubacidn, grdfi
ca .

DISCUSION . o

Ha sido derostrado que las células rmesenquimatosas sin-
cronizadas tienen la cavacidad de producir sistemas enzi
mdticos similares a las células endocrinas parenquimato-
sas, mientras que éstas mismas actividades enzimdticas -
no es rosible detectarlas en células mesenquimatosas asip
crénicas, deaquf la necesidad de desarrollar técnicas de
sincronizeecidn que feciliten el estudio de vfas metaboll-
cas hormonales y la deteccidn dntima de sistemas enzimd-
ticos y de otras proteinas.

Dado que la afluencia de pacientes con estados intersex=
uales ocasionados por diferentes deficiencias enzimdticas
que repercuten en grados variables de ambiguedad genital
es considerable,68, y contando ademds con la facilidad -
de mantener congeladas las lfneas celulares obtenidas a
partir de éstos pacilentes, se vuelve mds necesario y pro=
vechoso a nivel dlagndstico y de investigacidn el desa-
rrollae de la manera mds correcta ésta metodologfa para
1a precisa localizacidn de éstas enzimas, en vista de -
que se logrd la sincronizacidn del 90% de las células
en fase 5, no sélo se puede mapear la v4a metabdlica -
deseada sino que ademds se pueden estudiar las caracte-
rfsticas de cindtica enzimdtica en los fibroblastos sin-
cronizados derivados de plel humana normal , para poste-
riormente comrararlos con los nortadores de deficiencias
enzimgticas, El estudio de una enzima es muy complejo, =
rerresenta avproximadamente 7 factores! alespecificidad
del substrato, b) cencentracién molar del substrato =

a la cual se encuentra la md¥ima actividad de la enzima
c) el tiempo en el que se logra la mfxima actividad de
la enzima, d) los vroductos que inhiben la actividad de
1a enzima f) actividad especffica de la enzima, g) peso
molecular, constante de eguilibrio , ete.

Hasta la actualidad muy pocas enzimas han sido estudla-
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das en forma comnleta, conociendose unicamente en la mae
yorfa de ellas algunos de los primeros rardmetros mencig
nados lo que abre un horizonte muy amplio en esta drea
de la investigacidh bdsica, prometiendo dilasndsticos =

temrranos y vor lo tanto tratamientos gue logren buencs
prondsticos,



TABLA I
SINCRONIZACION DE FIBROBPASTOS HUMANOS POR EL USO DE TIMIDINA

KNAL‘SIS CITOFLUOROGRAFICO

TIEMPO HRS. FASE G1 EASE S+g2 FASE s+G2
0 91% 8%
2 79.9 % 20.71%
4 55.663 4. 64%
6 35.79% 64,443
8 30.50% 69.31%
10 27.46% 72.51%
12 21,743 77.80%
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INCORPORACION DE TIMIDINA 2H DURANTE LA FASE § DEL CiCLO
CELULAR EN FIBROBLASTOS HUMANOS SINCRONIZADOS

DPM X 10°

30-1 30
25 25+
20 - 204
18 - 15+
10 10-
8 8+
24 68 10 24 68 1012
Hrs. ' Hrs,

GRAFICA E



INCORPORACION DE TIMIDINA 3H DURANTE LA FASE S DEL CICLO
CELULAR EN FIBROBLASTOS HUMANOS SINCRONIZADOS

OPM X 10® Hrs. 1m
: 2- 8.8
30+ 4_65.2
e117.6
8—l112.9
J 0—79.9
28 12 70.4
20 4
[ ]
18 4 .
AY
10 4
8
L LR
24 ¢ 8 1012
Hrs

GRAFICA F
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