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Metodo de seleccion de celulas en distintas fases
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Exponentially growing L5178Y cells in suspension culture were separated according to
their position in the cell cycle on the basis of their volume with a velocity sedimentation method
in which a linear and continous ficoll gradient was used.

Highly purified populations of GI and S cells were obtained, containing about 90 % G1
phase cells and 80 % S phase cells. The method is rapid and a larger number of cells can be easily
processed with no loss of viability.
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En estudios que requieren grandes can-
tidades de celulas en fases especificas del
ciclo vital, se han utilizado metodos de
sincronizacion que bioquean el transit©
de las mismas en determinadas fases del
ciclo por adicion de agentes citostaticos
(6). Estos tratamientos, ademas de pro-
ducir celulas en una sola fase, modifican
el equilibrio bioquimico intracelular y ge-
neralmente alteran las caracteristicas de
proliferacion de las celulas una vez libera-
das del bloqueo (7).

Se han obtenido tambien cultivos celu-
lares sincronicos mediante seleccion mi-
totica (13) que, aprovechando que las ce­
lulas que crecen en monocapa se liberan 

del substrate de cultivo durante la mito­
sis, las seleccionan en esta fase por sim­
ple agitacion periodica del cultivo. Este
metodo, ademas de ser util unicamente
para cultivos en monocapa, tiene el in-
conveniente de su bajo rendimiento.

Finalmente, otros metodos se basan en
el crecimiento lineal y continue del ta-
mano celular durante el ciclo mitotico
(13) y seleccionan las celulas segun su
volumen ya sea por elutriacion, que per-
mite obtener fundamentalmente pobla-
ciones de celulas seleccionadas en fase
G1 (5) o por sedimentacion diferencial a
traves de un gradiente sometido a un
campo gravitacional. Puesto que la velo- 



88 J- R1GAU-LLOVERAS. M. R. GRAU-OL1ETE Y M. P. RIVERA-F1LLAT

cidad de sedimentacion separa las celulas
primariamente en base a su volumen (4),
estas tecnicas pueden ser utiles para el
fraccionamiento de una poblacion celular
en crecimiento exponential y separar si-
multaneamente celulas en todas las fases
del ciclo.

La necesidad de obtencion de una can-
tidad suficiente de linfoblastos leucemi-
cos L5I78Y en distintas fases, que no
hayan sufrido alteraciones en sus caracte­
nsticas de proliferacion y metabolismo,
obliga a la busqueda de un sistema de
seleccion que cumpla esos requisites y
sea aplicable a celulas que crecen en sus­
pension como es el caso de la linea
L5178Y.

EVERSON et al. (2) utilizaron gradien-
tes de ficoll para separar celulas linfoblas-
toides humanas que crecen en cultivo.
Tomando como punto de partida esos tra-
bajos y puesto que se hacomprobado que
estas celulas crecen de una manera uni­
forme a Io largo del ciclo vital doblando su
volumen en el transcurso del mismo, se
ha puesto a punto un metodo de seleccion
de linfoblastos leucemicos de raton
L5178Y que permite obtener cantidades
considerables de celulas en fases S y G1
en condiciones que facilitan la realization
de estudios bioquimicos posteriores. La
validez del metodo se ha establecido en
base asu capacidad resolutiva, reproduc-
tividad y rendimiento en celulas que en-
contrandose en una misma fase del ciclo
vital no hayan sufrido alteration de la
viabilidad ni de sus caractensticas de
crecimiento.

Material y metodos

Caractensticas celulares. .Los linfo-
blastos leucemicos de raton L5178Y fue-
ron obtenidos por FISCHER y SARTORE­
LLI (3) en 1964. Esta linea celular pre-
senta un tiempo de duplication de 12 ± 2
h, con los siguientes parametros de ciclo:
G1-21,8%, S-66,3%; G2-8,3% y M-3,6%.

Estas celulas crecen en suspension en
medio de cultivo Fischer (Gibco, Bio­
cult, Glasgow Scotland, Fischer’s Me­
dium 173G; 10X) suplementado con un
10 % de suero de caballo, a 37° C y en la
cavidad abdominal de ratones BDF1
(C57BL/6 x DGA2). Presentan ademas la
particularidad de formar colonias ma-
croscopicas en agar semisolido.

Preparation de las suspensions celu­
lares. Las celulas se aislan del liquido
ascitico de raton BDF1, 10 dias despues
de la inoculation i.p. de 2 x 106 celulas, se
lavan con NaCl 0,85 % y centrifugan a
1.000 g durante 7 minutos. Los hematies
contaminantes son eliminados mediante
lisis hipotonica (11) y la integridad celular
se controla mediante el test de exclusion
de colorante con eosina-Y (0,2 % durante
10 min a temperature ambiente) (10).

Preparation de los gradientes y sepa­
ration de las celulas. Se prepare una so­
lution concentrada de ficoll (ficoll 400,
Pharmacia Fine Chemicals) en agua desti-
lada (40 % peso/peso), a partir de la cual
seobtiene una al 20 % peso/peso pordilu­
tion en solution Hanks (BBS) de doble
concentration salina (570-580 mosmol),
mientras que las diluciones sucesivas se
preparan con Hanks isosmolar. Los gra­
dientes de ficoll de 80 ml, lineales y conti­
nues, del 5-15 % y del 5-20 % peso/peso,
se preparan en tubos cilindricos de cristal
de 3 cm (diametro) por 10,5 cm (largo)
valorandose la linealidad de los mismos
por el indice de refraction en un refracto-
metro Bausch y Lomb. Sobre cada gra-
diente se estratifican 5 ml de ficoll al 5 %,
para modificar la pendiente inicial de los
mismos y poder aplicar mayor numero de
celulas (2).

Sobre los gradientes se depositan 5 ml
de la suspension celular en Hanks que
contiene un maximo de 5 x 107 celulas
totales e inmediatamente se centrifugan a
4° C en una centrifuga MSE (Mistral 2L) 
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usando rotor oscilante. La velocidad del
rotor y el tiempo de centrifugation varia-
ron en las distintas pruebas realizadas es-
tableciendose firfalmente en 200 g du­
rante 6 min, en funcion de los resultados
preliminares obtenidos.

Las distintas fracciones se recogen
desde el fondo a la. superficie del gra-
diente a traves de un tubo de acero inoxi-
dable (2 mm de diametro por 20 cm de
longitud) cuidadosamente introd ucido
por el centra del mismo. En cada fraction
se determina el numero de celulas, volu-
men corpuscular medio de indice mito-
tico, y se identifican las celulas en fase S
mediante la valoracion de la incorpora­
tion de timidina tritiada (3H-TdR) por
centelleo liquido y autorradiografia.

Contaje celulary analisis del volumen.
El numero de celulas presentes en cada
fraction se determina en un contador
electronico de particulas Coulter Counter
modelo DN con 100 n de diametro de
apertura, cuyo umbral de contaje se gra-
dua para eliminar particulas menores de
2 /z, de diametro.

La distribution del volumen celular se
valora con un analizador multicanal Coul­
ter (modelo TAII con 14 canales) que per-
mite conocer el volumen corpuscular me­
dio en cada fraction.

Analisis de la viabilidad celular. La in-
tegridad celular se controla por el test de
exclusion de eosina-Y (0,2 %) (10) y la
viabilidad y caractensticas de prolifera­
tion mediante cultivos en suspension en
medio Fischersuplementado conun 10 %
de suero de caballo, lo cual permite valo-
rar el tiempo de duplication de las
celulas.

Caracterizacion de la sincronia celu­
lar. Se emplearon distintos metodos para
analizar el grado de sincronia de las celu­
las presentes en las diferentes fracciones
obtenidas de los gradientes.

Indice mitotico: las celulas en fase de
mitosis se contabilizan en frotis celulares
tenidos con orceina acetica. Para ello, las
preparaciones fijadas con solution Car­
noy (acetico-metanol, 3:1), se tinen du­
rante 20 minutos en una solution al 2 %
de orceina acetica a 30° C, se lavan una
vez con acido acetico al 50 % durante 3-4
segundos y otra con etanol al 95 % du­
rante 5 segundos, dejandolas secar al
aire. Las celulas son examinadas por mi-
croscopia optica y se establece el porcen-
taje de celulas en metafase, anafase y te-
lofase como medida del «indice mito-
tico».

Incorporation de 3H-TdR: para locali-
zar las celulas que sintetizan ADN, se
marcan con 3H-TdR antes de depositar­
ias sobre el gradiente. La poblacion en
crecimiento exponential se resuspende
en Hanks (1 x 10s cel/10 ml) conteniendo
5 /z.Ci/ml de 3H-TdR y se incuba a 37° C
con agitation suave. Transcurridos 30 mi­
nutos, se lava 3 veces con Hanks y se
resuspende en 5 ml de dicho medio a una
proporcion de 1 x 107cel/ml.

La radiactividad incorporada en frac-
cion insoluble en acidos se mide mediante
centelleo liquido en un Liquid Scintilla­
tion Counter (Beckman LS-250) tras su
precipitation en frio con acido tricloroa-
cetico (TCA) 0,5 N (2 X, 20 minutos) y
digestion a 70° C con TCA (7 %).

El porcentaje de celulas en fase S pre­
sente en cada fraction del gradiente, se
determina por tecnicas autorradiografi-
cas (9), mediante la tecnica del «Striping
film» usando pelicula AR-10 de Kodak y
15 dias de exposition, transcurridos los
cuales se revelan las preparaciones y se
tihen con orceina acetica para su estudio
microscopico posterior.

Resultados

Se llevaron a cabo experiencias preli­
minares para establecer las condiciones
del gradiente que permitieran obtener un
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Fig. 1. Distribucidn celular en gradientes de ficoll.
A: gradiente del 5-15 % peso/peso aplicando 5 x 107 cel. y centrifugando 25 minutes a 80 g (4° C). B: del
5 -20 % peso/peso aplicando 2 x 107 cel. y centrifugando 25 minutos a 80 g (-------- ), 6 minutos a 200 g
(-------- ) y 11 minutos a 200 g (----- ) (4° C). C: centrifugando 6 minutos a 200 g (4° C) en gradientes del 5-20 %
peso/peso y aplicando 2 x IO7 cel. (-------- ), 4 x 107 cel. (- - -) y 5 x IO7 cel. (---------). F = fondo del

gradiente; S = superficie.

numero elevado de celulas viables en fa-
ses especificas del ciclo celular.

Se probaron gradientes lineales y conti­
nues de ficoll del 5-15 % y del 5-20 %
peso/peso en distintas condiciones de se-
dimentacion y variando el numero de ce­
lulas totales aplicadas (fig. 1). En todos
los casos se encontro un ligero acumulo
de celulas en la superficie del gradiente y
el resto repartidas a lo largo del mismo.
La separation mejor se obtuvo con gra­
dientes del 5-20 % peso/peso, aplicando
200 g durante 6 minutos a 4° Cy unacarga
de 5 x 10 celulas. En este caso, como se
observa en la figura 1C, la distribucidn
celular a traces del gradiente muestra un
pico bien definido con el valor maximo a
los 54 ml (10,8 % ficoll). El grado medio
de recuperation alcan/ado es del 8ty4 de
las celulas aplicadas.

Distribution del volumen celular y del
marcaje radiactivo en el gradiente. Se ha
comprobado que el volumen corpuscular
medio en cadafraccion aumenta paralela-
mente con la concentration de ficoll en el
gradiente (fig. 2). Estos resultados de-
muestran que la separacion se basa real-
mente en el tamano celular y por Io tanto
en el estado proliferativo dentro del ciclo,
ya que existen claras evidencias de un
incremcnto paulatino del volumen de las
celulas L5178Y a medida que su position
en el ciclo mitotico avanza (1).

Las celulas que sintetizan ADN, inden-
tificables por la incorporation de 3H-TdR
en el mismo, se localizan en el centro del
gradiente (fig. 3) siguiendo un pico de dis­
tribution bien definido y ligeramente des-
plazado haciael fondo del mismo, en rela­
tion con el pico de distribucidn celular.
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Fig. 2. Distribution de los volumenes celulares de cada fraction del gradients (ml) distribuidos en 14
canales (Coulter CountermodeloTAII).
Volumencelular Qx3) = 32 x 2n“canal.

La curva de distribution de celulas
marcadas con 3H-TdR controlada por au-
torradiografia sigue paralela al marcaje
global estimado por centelleo liquido (fi­
gure. 3). Ambos picos muestran que las
celulas en fase S pueden ser facilmente
localizables y separadas de las que no
sintetizan ADN.

En la region de menor concentration
de ficoll en el gradiente se localizan las
celulas mas pequenas (fase G1), mientras
que las que estan en fase G2 se aislan en la
zona de mayor concentracion.

La distribution descrita se mantiene
constante en todas las experiencias reali-
zadas y proporciona una pauta para la 

recoleccion de las fracciones enriqueci-
das en celulas que se encuentran en una
misma fase del ciclo. Se recogcn tres frac­
ciones, la primera de 38 ml que incluiria
las celulas en fase G2; la segunda, coires-
pondiente a celulas en fase S, cuyo li'mite
se establece en el mililitro siguiente al
maximo en la curva de distribution celu­
lar, y la tercera, hasta un volumen total de
22 ml, corresponde a celulas en fase Gl.
Descartamos los mililitros finales del gra­
diente (13 ml) por contener, en la rnayona
de los casos, restos de celulas de la pobla-
cion inicial que adheridos a la pared del
tubo descienden, junto con algunos eri-
trocitos contaminantes a medida que se
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Fig. 3. Distribucibn delmarcaje radiactivo, incorpo-
racibn de 3H-TdR (★—en cblula total, auto-
rradiografia (*-■★); distribucibn celular en el gra­
dients (*------*); linealidad del mismo en de
ficoil (-------- ) y distribucibn de cbluias mitbticas a Io

largo delgradiente (•------•).
F = fondo; S = supcrficie.

va llevando a cabo la extraction de frac­
ciones.

Control de pureza de las fracciones.
Los resultados de las autorradiografias,
la determination del indice mitotico y el
examen microscopico, se usaron para
evaluar la pureza de las fases celulares
obtenidas (fig. 3),

El text de exclusion de colorante se usd
para valorar la presencia de celulas dana-
das y de grumos celulares en cada frac-
cion, mostrando que la zona inferior del
gradiente, que contiene muy pocas celu­
las, incluye ademasde las queestan enG2
algunas polipliodes y grumos celulares
que contribuyen a reducir la pureza de la 

fraction, razon por la que esta se de­
secha.

El indice mitotico de las fracciones in­
dividuates se determine en preparaciones
tenidas con orceina, comprobandose que
las celulas mitoticas no se localizan selec-
tivamente en ninguna region; sin em­
bargo, la contamination que producen en
otras fases es del orden del 5 %.

La autorradiografia permite por un
lado controlar la contamination por celu­
las en fase S de la fraction que recoge la
fase G1 y por otro, conocer que propor­
tion de celulas, que no sintetizan ADN,
se separan con la fraction S (fig. 3). Los
resultados obtenidos indican que la fase S
tiene un porcentaje de pureza del 95 % y
que la contamination de la fase G1 con
celulas en S representa un 8,5 %.

Viabilidad de las celulas despues de su
separation en los gradientes. La integri-
dad y estado metabolico de la celula valo-
rados por la capacidad de exclusion de
eosina-Y, result© ser tan solo del 8,5 % en
celulas recien extrafdas del gradiente, en
comparacion con el 80 % observado para
las celulas control no sometidas a selec­
tion. Despues de 30 min de incubation en
medio de cultivo a37° C, las celulas selec-
cionadas presentan valores similares a los
controles.

La viabilidad se determine siguiendo
las caractensticas de crecimiento de celu­
las en cultivo sometidas a las condiciones
del metodo de selection y comparando-
las con la poblacion original. El tiempo
de duplication fue el mismo para ambas
poblaciones si se atemperaban las celu­
las seleccionadas durante 30 minutos a
37° C, antes de su siembra.

Por lo tanto, los ligeros efectos produ-
cidos por el metodo de selection sobre la
viabilidad y metabolism© celular (efecto
osmotico, frio, composition del gra­
diente, etc.) son facilmente subsanables
tras este corto periodo de recuperation
en medio de cultivo, presentando la po­
blacion resultante identicos parametros 
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de crecimiento que las celulas control y
siendo, de este modo, utilizables para
posteriores estudios bioquimicos.

Discusion

El aumento progresivo de volumen que
experimentan los linfoblastos leucemicos
L5178Y al ir avanzando hacia una nueva
division celular, ha permitido separar si-
multaneamente poblaciones de estas ce­
lulas que se encuentran en fases S y G1,
mediante centrifugacion de la poblacion
exponential en un gradiente de ficoll.

Aunque la sustancia base del gradiente
produce una ligera disminucion del volu­
men celular a las concentraciones utiliza-
das, este hecho no altera la colocation de
las celulas en el mismo despues de la cen­
trifugacion, como se comprueba por su
distribution en un pico bien definido. El
volumen corpuscular medio de las celulas
en cada fraction guarda una relation di­
recta y lineal con la concentration de fi­
coll respectiva. Esto indica que el ligero
efecto osmotico observado no modifica la
resolution final del metodo de selection,
hecho que se ve confirmado por la buena
separation que se obtiene entre las distin-
tas fases aisladas.

Por otra parte, la permanencia de las
celulas en el medio de selection no modi­
fica sus caractensticas de proliferation
siempre que se hayan atemperado du­
rante 30 minutos a 37° C antes de su cul-
tivo, ya que se ha comprobado que las
bajas temperatures a las que se trabaja
producen un enlentecimiento del metabo-
lismo celular que requiere ese tiempo
para normalizarse (12).

Se recupera un 80 % de las celulas apli-
cadas, siendo el rendimiento en las fases
SyGldeun44,7 %y un30,6 %respecti-
vamente, lo que hace al metodo muy util
para la selection de poblaciones celulares
en esas fases del ciclo, especialmente si
se tiene en cuenta la pureza de las mismas
que oscila entre un 80 y un 90 %.

La fuente mas importante de contami­
nation procede de las celulas en mitosis
(del orden del 5 %), que se distribuyen en
el gradiente de una manera uniforme, no
selectiva, debido a que en esta fase se
modifica la densidad celular, con lo que
se alteran sus propiedades de sedimenta­
tion en el gradiente impidiendo su selec­
tion (12).

El bajo rendimiento del metodo en ce­
lulas que se encuentran en fase G2 se
debe fundamentalmente a la escasa pro­
porcion de las mismas en la poblacion
exponential; este hecho, junto con la
contamination de esta fraction por la pre-
sencia de celulas poliploides, inutiliza el
metodo para la selection directa de celu­
las en esa fase del ciclo.

Una ventaja que aporta el metodo es la
rapidez de su ejecucion que limita los da-
nos ocasionados a las celulas por la mani­
pulation prolongada de las mismas y re­
duce la posibilidad de su progresion a tra­
ves del ciclo mitotico durante el proceso
de selection, con lo que se garantiza una
mayor pureza de las fracciones.

Resumen

Se describe un metodo de seleccion de poblacio-
ncs celulares que se encuentran en distintas fases
del ciclo mitotico, aplicable a suspensiones de celu­
las esfericas cuyo volumen aumentade una manera
uniforme en su transito a traves del ciclo.

El metodo, basado en la centrifugacion de la po-
blacion celular en crecimiento exponencial a traves
de gradientes continues de ficoll, permite aislar lin­
foblastos leucemicos de ratdn L5178Y en fases S y
G1 con una pureza del 80% y 90 % respectiva-
meote. Su realizacion es rapida y permite lasepara-
cion del 80% de las celulas lotales aplicadas sin
perdidade su viabilidad.
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