Practico 7 Modalidad virtual — Adquisicién de
Multicelularidad

Analisis de algunos parametros del ciclo celular
Objetivos:

° Reconocimiento de células en interfase y en las distintas etapas de la fase M mediante
la observacién de micrografias obtenidas con microscopia de luz. Estimacion del indice mitético
de una poblacién celular.

. Estimacion de la duracion de las fases del ciclo celular en base a datos tomados de la
literatura, obtenidos mediante las técnicas de autorradiografia y citometria de flujo.

Introduccioén:

Parte A

El ciclo de vida de la célula, visto al microscopio, se divide en dos grandes fases, la
interfase y la fase M, etapa de division compuesta por la mitosis (division nuclear) y la
citocinesis (divisién del citoplasma). A su vez, la interfase se subdivide tipicamente en las fases
G1, Sy G2. Lafase S corresponde a la etapa de duplicacién del ADN; la fase G1 es el intervalo
entre la salida de la fase M y la entrada en fase S; y la fase G2 es el intervalo entre la fase S y
una nueva fase M:
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La duracion de estas fases es variable y depende de distintos factores, en particular de la
duracién de G1.

Al microscopio, las células en interfase se reconocen por la presencia de un nucleo que se tifie
difusamente, sin que sea posible individualizar cromosomas, aunque si puede observarse
dentro del nicleo un punto oscuro, el nucléolo.

La fase M se divide en la mitosis y la citocinesis (divisién nuclear y division del citoplasma).
La mitosis también se subdivide en etapas, claramente distinguibles al microscopio:

Profase. La cromatina en el ndcleo comienza a condensarse en cromosomas bien
definidos, visibles al microscopio. Cada cromosoma se ha duplicado y consiste en dos
cromatidas hermanas. Cada una de ellas posee una regidn especializada, el centrémero, y

ambos centromeros las mantienen apareadas. Hacia el fin de la profase los microtibulos
citoplasméticos se desensamblan y reensamblan para formar el huso mitético.
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Prometafase. La prometafase comienza con el desensamblaje de la envoltura nuclear.
Los microtubulos del huso mitético pueden entrar ahora a la regidon nuclear. En los
centrémeros, comienzan a formarse complejos proteicos denominados cinetocoros. A ellos se
adhieren parte de los microtdbulos del huso, y permiten que los cromosomas empiecen a
moverse. Estos microtUbulos reciben el nombre de microtlibulos cinetocéricos, mientras que los
restantes microtlbulos del huso mitético se denominan microtibulos polares (los que crecen
alejando los centros polares) y astrales (que interactian mediante proteinas con la envoltura
tirando de los centros polares).

Metafase. Los microtlibulos cinetocéricos desplazan a los cromosomas a lo largo del
huso y terminan por alinearlos en la linea media del huso mitético, la placa metafasica. Esta
organizacion ayuda a asegurar que en la proxima fase, cuando los cromosomas se separan,
cada nuevo nucleo recibird una copia de cada cromosoma.

Anafase. La anafase comienza cuando los cinetocoros en cada cromosoma se
separan, permitiendo que las dos crométidas hermanas se desapareen y se desplacen hacia
polos opuestos. A partir de este momento cada crométida pasa a ser considerada un
cromosoma. El movimiento de los cromosomas se divide en dos etapas. Durante la anafase A,
los microtubulos cinetocdricos se acortan, acercando los cromosomas a los polos del huso
mitotico. Durante la anafase B, los microtibulos polares se alargan, aumentando la separacion
entre los polos.

La citocinesis usualmente comienza en esta fase y luego continda durante la telofase.

Telofase. Una nueva envoltura nuclear se forma alrededor de cada grupo de
cromosomas hijos, que vuelven a descondensarse y dejan de ser visibles al microscopio
fotonico. En células vegetales, se puede observar en esta fase una estructura denominada
fragmoplasto en el espacio entre ambos nudcleos, y es el precursor de la nueva pared celular
gue va a separar a las células hijas.

Una poblacién de células que se dividen activamente puede clasificarse en:

e Poblacion sincrénica, en que las células van atravesando las distintas etapas del ciclo
a la vez, y en particular se dividen al mismo tiempo. Las células de los embriones
tempranos de la mayoria de los animales son un ejemplo de poblacién sincrénica.

e Poblacion asincrénica, las células atraviesan el ciclo desfasadamente, y a cada
momento pueden encontrarse células en todas las etapas del ciclo celular.

Estrategia experimental

El andlisis de los parametros de la cinética celular ha sido objeto de intenso estudio,
principalmente debido a sus implicaciones en el desarrollo de terapias para el cancer. En esta
actividad practica introduciremos algunos conceptos clave para el analisis de estos parametros.

El indice mitético de una poblacién celular es la proporcion de células en mitosis que hay en
esta poblacion:
Im = n° de células en mitosis / n° de células totales.

En una poblacién asincronica, el nimero de células en mitosis va a depender de la proporcién
gue ocupe la mitosis dentro de la duracién del ciclo celular. Por ejemplo, si para cierta
poblacién celular la mitosis ocupa un 5 % del total del ciclo celular, cabria esperar, por
probabilidad, que aproximadamente un 5 % de las células estuviera en mitosis en un momento
dado. A la inversa, al obtener el indice mitético de una poblacion celular asincrénica, se obtiene
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la proporcion que ocupa la mitosis dentro del ciclo celular para esa poblacion. Ademas, puesto
gue en la mayoria de las células la mitosis dura aproximadamente una hora, conocer el indice
mitotico permite calcular la duracion total aproximada del ciclo celular. En el ejemplo anterior, el
ciclo celular duraria 20 horas (1 hora * 100/5).

La poblacion celular que utilizaremos en la parte 1 es un meristemo de raiz de cebolla. Un
meristemo es un tejido vegetal no diferenciado, en el cual las células se dividen activamente
para luego diferenciarse, y por lo tanto es ideal para reconocer células en interfase y en
distintas etapas de la mitosis, asi como para calcular el indice mitético.

Parte B

La autorradiografia es una técnica que permite localizar en tejidos y células un
isétopo radiactivo, que puede haberse incorporado de diversas maneras. Consiste en cubrir al
tejido o células que contienen al is6topo radiactivo con una delgada capa de emulsion
fotografica, dejandolo en oscuridad por un cierto tiempo, para que la emulsion quede expuesta
a la radiacion emitida por el espécimen. La emulsién que se encuentra exactamente arriba de
las zonas que poseen radiactividad va a velarse, y luego del revelado se van a ver al
MiCroscopio cComo granos 0SCUros.

En la tabla I del protocolo de actividades préacticas, se muestran datos obtenidos mediante
autorradiografia.

Un cultivo de células de mamifero en crecimiento rapido fue incubado por 30 minutos
con *H-timidina. La timidina es la base timina unida a desoxirribosa, y es un precursor del ADN.
La ®H-timidina contiene tritio, el isétopo radiactivo del hidrégeno. La S3H-timidina va a
incorporarse al ADN de las células, pero sélo al de las células que estén en la fase de sintesis
de ADN, es decir en la fase S del ciclo celular.

Luego de la incubacion, la *H-timidina fue removida del medio de cultivo y se extrajeron
muestras a intervalos regulares de 3 horas, que fueron procesadas para autorradiografia.
Posteriormente, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina, para visualizar los nucleos de
las células que no incorporaron timidina marcada. En cada muestra, se conté el nimero de
células mitéticas, y se las clasific6 en marcadas y no marcadas, calculandose el porcentaje de
mitosis marcadas sobre mitosis totales, tal como aparece en la tabla. Por ultimo, se graficé este
porcentaje en funcion del tiempo.

Para entender como puede obtenerse la duracién de las fases del ciclo celular a partir de este
tipo de grafico, consideraremos una situacién simplificada.

Un cultivo celular tipico es una poblacion asincrénica, en la que las células entran y
salen de la fase M a distintos tiempos. Mas aun, la duracién de cada fase, en particular G1, va
a ser distinta para cada célula. Para hacer mas sencillo el analisis, consideraremos una
poblacién asincrénica, pero en la cual las fases del ciclo celular duran lo mismo para todas las
células. También asumiremos que la fase M es tan corta comparada con las demas fases que
puede tomarse como instantanea. La pregunta a resolver es: ¢qué forma tendria una gréfica de
mitosis marcadas sobre mitosis totales en funcién del tiempo, en esta situacion?

Veamos en primer lugar como se distribuyen las células a To, 0 sea al final del pulso de °H-
timidina:

T=To




A este tiempo, las células marcadas estan todas en fase S, porque sélo las células
que sintetizan ADN pueden incorporar H-timidina y marcarse. Por lo tanto, a To el porcentaje
de mitosis marcadas sera igual a 0. Cuando las primeras células marcadas lleguen a la fase M,
aT =T, ladistribucion serd la siguiente:

T=T1

Como las células atraviesan el ciclo a la misma velocidad (porque la duracion de cada fase es
igual para todas), cuando las células marcadas llegan a fase M, las células que a T, estaban en
G2 ya pasaron la fase M y ahora estan en G1. Por lo tanto, a T1, en fase M solo hay células
marcadas, y el porcentaje de mitosis marcadas es 100%. A medida que vayan llegando células
marcadas a fase M, el porcentaje de mitosis marcadas se mantendra en 100%.

Cuando la ultima célula marcada salga de fase M, a T = T, el porcentaje de mitosis marcadas
volvera a caer a 0. Eventualmente, a T = Ts, las células marcadas volveran a llegar a fase M,
repitiéndose el esquema correspondiente a Ti.
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o El 100% de mitosis marcadas se alcanza a
T1, cuando las primeras células marcadas
llegan a fase M. A su vez, las primeras células marcadas en llegar a fase M son células que a
To estaban al final de la fase S, y por ende sélo les queda recorrer G2 para llegar a fase M (ver
esquema a T = Ty). Por lo tanto, en este gréfico, T: — To es igual a G2.
El 100% de mitosis marcadas se mantiene hasta que llegan a fase M las Ultimas células
marcadas. Estas son células que a T, estaban al comienzo de S. Por lo tanto, el tiempo que
transcurre entre que llegan a fase M las primeras y las Ultimas células marcadas es igual a la
duracion de la fase S. Este tiempo es igual a T — Ts.

Por altimo, el tiempo entre T1 y T3 es igual a la duracion total del ciclo celular, ya que es el
tiempo entre dos fases M para las mismas células.

En suma, de esta grafica se obtienen la duracién de G2, de S y del total del ciclo celular. Si
conocemos la duracion de la fase M (en general igual a 1 hora), podemos ademas obtener la
duracion de G1.

En resumen, la idea bésica es usar la mitosis como una ventana y observar a la cohorte de
células marcadas con timidina tritiada pasar por ella.

El andlisis de la gréafica obtenida con los datos de la tabla | es muy similar, pero debe
considerarse el efecto de la variacion del ciclo celular y sus fases dentro de la poblacién

celular. El efecto gréfico que produce esta consideracion es una curva suavizada de una
oscilacién amortiguada. El problema biomatematico que se suscita es como obtener
informacion de los parametros celulares a partir de este grafico.

El propio Henry Quastler, pionero en el analisis autorradiogréafico del ciclo celular también fue el
padre del concepto de utilizar las intersecciones de la curva con el 50% de las mitosis
marcadas/mitosis totales como un estimador de las duraciones medias de las fases del ciclo.
Este es el método que se utilizar4 en clase. Sin perjuicio de ello, debe saberse que en los
casos en que el segundo pico no alcanza al 50% se debe recurrir a modelos matematicos
complejos que estan fuera de la 6rbita de este curso.

Como veran en la parte practica, para poder obtener una curva de la que se puedan
estimar los tiempos de las etapas del ciclo celular se debera, previamente, sincronizar la
poblacion celular. Hablamos de sincronizar una poblacién asincrénica cuando logramos
gue todas las células se encuentren en la fase M en un determinado momento.
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Parte C

Andlisis de parametros del ciclo celular mediante citometria de flujo

Cuantificacion de ADN

Para determinar rapidamente parametros del ciclo de una poblacién celular puede
utilizarse citometria de flujo. Un método clasico consiste en incubar a las células (vivas o fijadas
y previamente permeabilizadas) con ioduro de propidio (PI), un agente que se intercala en el
ADN de forma estequiomeétrica y emite fluorescencia cuando es excitado con una determinada
longitud de onda. Otro fluoréforo ampliamente utilizado es la cromomicina A3 que actla
uniéndose preferente a las bases citosina-guanina. El material tefiido es entonces cuantificado
en el citbmetro de flujo, y la sefial fluorescente genera un pulso electrénico en los detectores
con una altura (amplitud) que es proporcional a la emision de fluorescencia total de la célula. La
clave para esta interpretacion es que la célula incorpora una cantidad de colorante proporcional
a su contenido de ADN. Utilizando estandares adecuados, con contenidos diploides conocidos,
como eritrocitos de pollo, se puede determinar la ploidia de las células de interés.
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Determinacion de parametros cinéticos del ciclo celular (anélisis multivariado)

El analisis cuantitativo de ADN es ampliamente utilizado para estimar la distribucion de las
fases del ciclo celular. Sin embargo, este tipo de analisis no aporta informacion citodinamica
como la duracién del ciclo o el tiempo de transito entre las fases. Estos parametros pueden
determinarse utilizando autorradiografia y determinando la cantidad de mitosis marcadas, o
mediante técnicas mas modernas de marcaje de células que estan sintetizando ADN.

Fase S

Uno de los abordajes més utilizados es la incorporacion en el medio de cultivo de un nucle6tido
no radiactivo, la bromodesoxiuridina (BrdU), un analogo de timidina que puede ser identificado
mediante el uso de anticuerpos anti-BrdU conjugados a una molécula fluorescente. La
citometria de flujo permite la medicion simultanea de la cantidad de BrdU incorporado y del
contenido de ADN en cada célula, permitiendo realizar el seguimiento de un grupo de células a
través del ciclo.
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Fase M

La histona H3 es fosforilada durante la mitosis entre la profase y la anafase tanto mitética como
meidtica, y por tanto su fosforilacion puede ser utilizada para determinar la cantidad de células
gue se encuentran en fase M. Para ello se utiliza un anticuerpo conjugado a un fluorocromo (en
el ejemplo, Alexa-647) capaz de unirse soOlo a la forma fosforilada de la histona H3.
Combinando esta técnica con la tincibn de ADN, es posible discriminar las células que se
encuentran en fase M de la region G2M, y por consecuencia también aquellas que se
encuentran en G2, como se muestra en las siguientes graficas.
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LECTURAS RECOMENDADAS

Capitulo 17 del Bruce Alberts 6ta edicidn:

Clase teodrica 14 — Ciclo celular |
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