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Introduccion. Durante la etapa de crecimiento
exponencial los cultivos celulares operan en crecimiento
balanceado, sin embargo, las células no se duplican de
forma sincronizada, es decir, la poblacion celular se
encuentra segregada en las diferentes fases del ciclo
celular. En tales condiciones soélo es posible estudiar
cada uno de los procesos celulares de forma global.
Cuando se pretende, por ejemplo, estudiar el proceso de
produccion y glicosilacion de proteinas detalladamente a
lo largo de las diferentes etapas de un ciclo de division
celular es necesario entonces sincronizarlas (1).

De los diferentes procedimientos existentes para la
obtencién de células sincronizadas, la elutriacion por
centrifugacion representa el mejor procedimiento para
obtener poblaciones con un alto grado de sincronizacion,
en alta concentracion celular y con las minimas
perturbaciones a la viabilidad y fisiologia de las células.
Sin embargo, debido a su principio de operacion, es
necesario definir con precisién los parametros de
separacion para cada linea celular en particular si se
desea conseguir una sincronizacién exitosa (2). El
objetivo del presente trabajo fue la obtencion de
poblaciones de células animales altamente sincronizadas
en las diferentes fases del ciclo celular mediante el
procedimiento de elutriacion centrifuga.

Metodologia. Se cultivaron células animales en frascos
T-225 cm® con 50mL de medio de cultivo a 37°C, en una
atmosfera de CO, al 5%. La concentracion celular se
determind usando una camara de Neubauer y la
viabilidad por exclusiéon con azul de tripano. Células en
crecimiento  exponencial (107) se cosecharon vy
concentraron a un volumen de entre 5-10 mL para su
posterior separacion por elutriacion. La elutriacion se
realizé6 en una centrifuga Beckman J2-21 de acuerdo al
procedimiento descrito por Banfalvi, (2008) (3). La
determinacion de la fase del ciclo celular se realizé en
base al contenido de DNA mediante tincidn con loduro de
Propidio y cuantificado por citometria de flujo en un
citdmetro FacsCalibur (Beckton Dickinson) de acuerdo a
la metodologia descrita por Ormerod, (2000) (4).

Resultados. En la Fig. 1 se muestra una cinética tipica
de crecimiento de hibridomas muestreado cada 24 h. Se
determiné que el tamafo, la complejidad celular y el
contenido de DNA cambian a lo largo del cultivo.
Ademas, en la etapa final del cultivo hay un incremento
significativo en la complejidad celular.
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Fig. 1. Distribucion celular y contenido de DNA en una cinética de
crecimiento tipica de hibridomas. A) Dot plot de tamario vs granularidad;
B) Distribucion de contenido de DNA tefiido con loduro de Propidio.

Se determiné que el tiempo 6ptimo para cosechar las
células a sincronizar debe ser entre las 24 y 48 h, que es
el tiempo en el cual la complejidad celular es menor y
cuando la poblacion en la fase G1 del ciclo celular
alcanza su maximo valor (véase Tabla 1).

Tabla 1. Porcentajes de la poblacién celular en cada una de las fases
del ciclo celular en una cinética de crecimiento tipica de hibridomas.

Fase del Tiempo de cultivo (h)
sy | O 24 48 72 96
G1 271 327 34.0 26.1 26.0
s 56.7 405 43.9 306 526
G2 16.1 272 27 426 18.0

Conclusiones. El tamafio, granularidad y porcentaje de
las poblaciones de ciclo celular cambia durante el cultivo.
El tiempo éptimo para sincronizacion por elutriacion debe
ser entre las 24 y 48 h de cultivo.
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