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Resumen

La citotoxicidad celular se define como una alteracidon de las funciones celulares
basicas que conlleva a un dafo que puede ser detectado. Diferentes autores han
desarrollado baterias de pruebas in vitro para predecir los efectos téxicos de drogas y
compuestos quimicos, utilizando como modelos experimentales cultivos primarios vy
organos aislados como lineas celulares establecidas. El objetivo de este trabajo es dar
una vision panoramica sobre los principales ensayos usados para determinar el efecto
citotéxico de una sustancia, y realizar algunas consideraciones para cada uno de los
ensayos y su utilidad. Se tuvieron en cuenta los ensayos clasicos para determinar
citotoxicidad, tales como el ensayo de captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de
kenacid y por dltimo el de reducciéon del Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazoélico (MTT). Este trabajo analiza las ventajas y desventajas de cada método
desde nuestra experiencia tedrico-practica en el tema, considerando que puede ser de
utilidad para investigadores que trabajan en estd rama de la toxicologia experimental in
Vitro.

Palabras clave: Citotoxicidad, captacion del rojo neutro, azul de kenacid, MTT, in vitro.

Abstract

Principal assays that to determine the citotoxicity of a substance, some
considerations and their utility.

The cellular citotoxicity is defined like an alteration of the cellular basic functions,
that it bears to a damage that can be detected. Different authors have developed
batteries of in vitro tests to predict the toxic effects of some drugs and chemical
compounds, using as experimental models the primary cultivations and isolated organs
as established cellular lines. The aim of this work is to give a panoramic on the main
assays used to determine the citotoxic effect of a substance, as well as some
considerations to be carried out each one of the assays and their utility. They were kept

in mind the classic assays to determine citotoxicity, such as neutral red release assay, to
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tie the kenacid blue assay and lastly the reduction of Bromide of dimetil-difenil-

tetrazolium assay (MTT). This paper discusses the advantages and disadvantages of each
method from our theoretical and practical experience in the issue, believing that it can be
useful for researchers working in this branch of experimental in vitro toxicology.

Key words: Citotoxicity, neutral red release, blue of kenacid, MTT, in vitro.

Introduccion

El término "alternativa a la experimentaciéon animal” puede llevar a confusién y
sugerir que se refiere sb6lo a aquellos métodos que los sustituyen en la investigacion,
como, por ejemplo, los métodos in vitro. En realidad, se consideran bajo este concepto
todos aquellos que cumplen con alguno de los postulados del principio de las tres R.* Este
principio surgié en 1959, cuando Russell y Burch publicaron el libro "The Principles of
Humane Experimental Technique". Las tres R se refieren a reemplazar los animales de
experimentacion por otros métodos que no impliquen su uso, reducir su niamero cuando
sea necesario utilizarlos y refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento. Segun dichos
autores, lo ideal es reemplazar los animales por otros métodos, aunque, en muchos
casos, por la necesidad de experimentar con ellos, s6lo se pueda aspirar a la reduccion y
el refinamiento.?

En la actualidad, la toxicologia alcanza enorme trascendencia social debido al
importante nimero de sustancias quimicas comercializadas y su posible impacto sobre la
salud publica y ambiental. Ello ha conducido al desarrollo de estrategias de evaluacion de
riesgos con fines normativos: es el caso de la llamada “toxicologia reguladora”, rama
dentro de la toxicologia que se dedica a la legalizacion y armonizacion de todos los
protocolos e informes de sustancias toxicas a partir de normativas legales, disposiciones
ministeriales por propia iniciativa o como cumplimiento de recomendaciones o directrices
de organismos internacionales los cuales producen un extenso cuerpo legal de raiz

toxicolégica, ampliamente conocidas.
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Como justificacion de la toxicologia alternativa, se suele dar el alto costo de los

estudios in vitro y la presion de las sociedades de proteccion de los animales de
experimentacion.®

Dentro de la bateria de ensayos in vitro como métodos de toxicologia alternativa
utiles y necesarios para el registro o solicitud de ensayos clinicos de una sustancia dada
se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar mediante
diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de interferencia con
estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia celular, proliferacion y/o
funciones. Dentro de estos se encuentran la integridad de la membrana y del
citoesqueleto, metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes celulares
o productos, regulacién iénica y division celular.”

La citotoxicidad celular se define como una alteracién de las funciones celulares
basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado.* A partir de
aqui, diferentes autores han desarrollado baterias de pruebas in vitro para predecir los
efectos téxicos de las drogas y los compuestos quimicos, utilizando como modelos
experimentales cultivos primarios y 6érganos aislados como lineas celulares establecidas.
Dentro de los ensayos mas conocidos y ya validados se encuentran el ensayo de
captacion del rojo neutro, enlazamiento al azul de kenacid y por udltimo el ensayo de
reduccién del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT).°

El objetivo de este trabajo es dar una vision panoramica sobre los principales
ensayos usados para determinar el efecto citotdéxico de una sustancia, y realizar algunas
consideraciones para cada uno de los ensayos y su utilidad. Se tuvieron en cuenta para
cada uno de los ensayos las ventajas y desventajas desde nuestra experiencia teoérico-
practica en el tema, considerando que puede ser de utilidad para investigadores que

trabajan en esta rama de la toxicologia experimental in vitro
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Desarrollo

1. Ensayo de captacién del rojo neutro.

Esta prueba es una medida de la toxicidad de un compuesto a corto o largo
término, determinado por la liberacion de un colorante (rojo neutro) debido a la pérdida
de la viabilidad celular.

Este trabajo estd basado en el hecho de considerar que un compuesto es
citotoxico independientemente de su mecanismo de accion, si interfiere en el proceso de
division y multiplicacién celular. Ello conlleva a una reduccion de la velocidad de
crecimiento celular reflejandose en el nUmero de células presentes en el cultivo. El grado
de inhibicion del crecimiento relacionado con la concentracion del compuesto que se
evalla es un indice de toxicidad.®

El rojo neutro es captado por las células (especificamente por los lisosomas y
endosomas) y en la medida que la célula pierda viabilidad por la accién del compuesto
que se evalla se libera al medio el colorante pues solo las células viables son capaces de
retener el colorante en su interior. Seguidamente se determina la cantidad de rojo neutro
que permanece después de la exposicion dentro de la célula y calculada la concentracion
que produce la inhibicién del 50 % del crecimiento celular.”

Las células deben ser conservadas en condiciones de esterilidad en N, liquido (-
190 °C), al usarlas deben ser sembradas en frascos de 75 cm? y recuperadas de la
exposicion a la tripsina. En todo el procedimiento por lo general se realiza la lectura en la
absorbancia de cada pozo a 540 nm.® Los valores de absorbancia deben oscilar en un
rango de 0.2 - 1.0 para dar una correlacion adecuada entre el nimero de células
presentes y la densidad 6ptica observada.® La mayoria de los autores plantean que se
deben evaluar hasta 6 concentraciones del compuesto, alcanzando una concentraciéon de
1 000 pg/mL 6 hasta el limite maximo de solubilidad del producto en el medio. Si es
alcanzada esta concentraciéon y no se observa toxicidad, entonces resulta necesario
aumentar el rango de concentraciones hasta 100 000 pug/mL o hasta la maxima

concentracion soluble del compuesto en el medio.® Es necesario tener en cuenta que si
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el producto que se evalla precipita en el medio de cultivo, estos resultados deben ser

descartados. Debe utilizarse en el ensayo un control de medio, un control de solvente y
es recomendable un control positivo.

Bajo condiciones controladas debe asumirse que no hay salida de rojo neutro. La
densidad optica (D.O) obtenida se toma como indice de la cantidad original de rojo
neutro presente en el cultivo. El calculo del porcentaje (%) de inhibicion del crecimiento
celular se realiza utilizando la siguiente formula:

% de inhibiciéon = 100 - (D.O (t)/D.0O (c) x 100)

Donde:

- D.O (t) es la densidad Optica del cultivo después de la exposicion a una
concentracion de la sustancia que se evalla.

- D.O (c) es la densidad 6ptica del cultivo control, en el cual no debe haber salida
de rojo neutro.

Para presentar los resultados se realiza por lo general un gréafico donde se
exponen las concentraciones evaluadas y el porcentaje de inhibiciéon del crecimiento
celular. A partir de este gréafico seran calculadas las concentraciones que producen el

1 Estas concentraciones seran

50% de la inhibicion del crecimiento celular Clsp.t
expresadas en ug/mL. Ademas debe realizar un analisis estadistico de los resultados
comparandose los resultados con el control de medio.

Consideraciones a tener en cuenta.

1- Cuando se utilizan detergentes en el medio de cultivo, los mismos pueden causar
interferencias y determinar falsos positivos. Debido a esto, si resulta necesario
utilizar estas sustancias deben controlarse las condiciones de su empleo.

2- Si el compuesto que se evallua requiere de activacion metabdlica previa para ser
toxico, esta prueba no da la informacion adecuada.

3- Cuando se evallan periodos cortos de exposicion, la informacién que se obtiene
resulta en un indice de toxicidad en ojos o piel, por el estado en que se encuentran
las células. Por lo que se debe complementar este resultado con periodos largos de
exposicion.
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Células confluentes que han sido abandonadas por varios dias no deben utilizarse
para realizar la prueba de exposicidon por un tiempo corto.

5- EIl rojo neutro tiende a precipitar irreversiblemente formando cristales. Esto podria
causar interferencias.

6- Se debe tener en cuenta la naturaleza del compuesto a probar.

2. Ensayo de enlazamiento al azul de kenacid.

Mediante este ensayo es medido el cambio en el contenido de proteinas totales, lo
cual constituye un reflejo de la proliferacion celular.*® Si un compuesto es citotéxico a la
célula debe afectar al menos uno o mas procesos implicados en la proliferacién celular
como son: la sintesis del ADN, el adecuado funcionamiento de las organelas como
mitocondrias, lisosomas, o producir una afectacion de la integridad de la membrana o en
la sintesis de proteinas.™® Al encontrarse afectado el crecimiento celular debe reducirse el
numero de células presentes en el cultivo tratado con respecto al control, por lo que la
medida de la concentracion de proteinas presentes en el cultivo constituye un indice de
toxicidad. Por lo general se exponen las células al producto que se evallia durante un
tiempo o periodo de 72 horas y seguidamente se retira el producto y se exponen las
células al colorante, el cual enlaza a las proteinas celulares. Por ultimo se determina la
cantidad de azul de kenacid retenido por las células y se cuantifica el porcentaje de
inhibicion del crecimiento celular.*

Las células deben ser conservadas en condiciones de esterilidad en N, liquido (-
190 °C). El periodo de exposiciéon de la sustancia de ensayo varia entre 24 -72 horas.
Puede leer la D.O a 570 nm, utilizando un filtro de referencia de 404 nm. Es posible leer
a 600 nm sin usar blanco de referencia.

Se deben evaluar hasta 6 concentraciones del compuesto, alcanzando una
concentracion de 1000 pug/mL o hasta el limite maximo de solubilidad del producto en el

medio.
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Si es alcanzada esta concentraciéon y no se observa toxicidad, entonces resulta

necesario aumentar el rango de concentraciones hasta 100 000 ug/mL o hasta la méxima
concentracioén soluble del compuesto en el medio.

Es necesario tener en cuenta que si el producto que se evalla precipita en el
medio de cultivo, estos resultados deben ser descartados. Deben utilizarse en el ensayo
un control de medio, un control de solvente y un control positivo.

El célculo del porcentaje (%) de inhibicion del crecimiento celular se realiza
utilizando la siguiente formula:

% de inhibicién = 100 - (D.0.(t)/D.0.(c) x 100)

Donde:

- D.O (t) es la densidad o6ptica del cultivo después de la exposicibn a una
concentracion de la sustancia que se evalla.

- D.O(c) es la densidad optica del cultivo control, en el cual no debe haber salida
de colorante.

Para el analisis de los resultados se confeccionara un grafico donde se expongan
las concentraciones evaluadas y el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular. A
partir de este gréafico seran calculadas: la concentraciéon que produce el 50 % de la
inhibicién del crecimiento celular (Clso).** Estas concentraciones seran expresadas en
ug/mL. Ademas debe realizar un analisis estadistico de los resultados comparandose los
resultados con el control de medio.

Consideraciones a tener en cuenta.

En el andlisis de los datos se deben tener en cuenta los siguientes aspectos:

1. Una distribucion irregular de las células en los pozos afecta los resultados. Ello puede
deberse a la presencia de gran cantidad de agregados celulares en la suspension de
células original por errores cometidos en la homogenizacion.

2. Distribucion irregular de las células entre las réplicas determina errores en los

resultados.
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Variaciones en los resultados pueden deberse a propiedades del compuesto que se
evalla o al medio de cultivo utilizado en el ensayo. Estas variaciones pueden estar
relacionadas con: *°

a) Efectos toéxicos del compuesto relacionados con acidez o alcalinidad que podrian
ocultarse debido a que el medio neutraliza el pH por su capacidad neutralizante.

b) Variaciones en el pH del medio durante la preparaciéon de las diluciones del
compuesto y en el pH del medio durante la exposicion al compuesto.

c¢) Enlazamiento del compuesto a componentes del medio de cultivo, tales como
proteinas lo que ocasionaria variaciones en los resultados debido a diferencias en
los componentes del medio de un lote a otro.

d) La estabilidad del compuesto puede influir en los resultados.

e) La volatilidad del compuesto es otra de las propiedades a tener en cuenta.

f) Un compuesto que produzca un efecto téxico en alguna de las fases del ciclo
celular podria mostrar una toxicidad variable en dependencia de la fase del ciclo
en que se encuentren las células durante la exposicion.

g) Pueden introducirse errores durante la pesada del compuesto a la hora de
preparar las diluciones, sobre todo en compuestos muy toxicos que actian a muy
bajas concentraciones.

h) Problemas de solubilidad pueden aparecer en compuestos de baja toxicidad
debido a las altas concentraciones que resultaria necesario preparar para

demostrar algun efecto téxico.

3. Ensayo de reduccion del MTT

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el

namero de células presentes en el cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la

formacion de un compuesto coloreado, debido a una reaccidn que tiene lugar en las

mitocondrias de las células viables.’® El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-

difeniltetrazoélico), es captado por las células y reducido por la enzima succinico

deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan. El producto de la reaccion,

el formazan queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la solubilizacion
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de las mismas. De esta forma es cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un

método colorimétrico, ya que se produce como consecuencia de la reaccién un cambio de
coloracion del amarillo al azul.'’

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida
de la viabilidad celular. La determinacion de la capacidad de las células de reducir al MTT
a formazan después de su exposicion a un compuesto permite obtener informacion
acerca de la toxicidad del compuesto que se evalta.®

Las células deben ser conservadas en condiciones de esterilidad en N, liquido (-
190 °C). El periodo de exposicién de la sustancia de ensayo varia puede ser durante
periodos cortos (1-2 h de tratamiento), o largos de 24 6 72 h. La D.O debe medirla al
concluir el tiempo de incubacién 550 nm utilizando un filtro de 620 nm como referencia.*®
Por lo general se deben realizar al menos 8 réplicas de cada concentracion que se evalla.
Se deben evaluar hasta 6 concentraciones del compuesto, alcanzando una concentracion
de 1000 pg/mL o hasta el limite maximo de solubilidad del producto en el medio.

Si es alcanzada esta concentraciéon y no se observa toxicidad, entonces resulta
necesario aumentar el rango de concentraciones hasta 100 000 pg/mL o hasta la méaxima
concentracién soluble del compuesto en el medio. Es necesario tener en cuenta que si el
producto que se evalua precipita en el medio de cultivo, estos resultados deben ser
descartados. Debe utilizarse en el ensayo un control de medio, un control de solvente y
es recomendable un control positivo.

Analisis de los resultados.

Los resultados se expresaran como porcentaje (%) de células vivas, segun la
siguiente relacion:

% = D.O de las células tratadas x 100

D.O de las células controles
La curva dosis respuesta debe ser calculada teniendo en cuenta el rango de

concentracién utilizado y el porcentaje de reduccion del crecimiento celular
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correspondiente. A partir de ello se calcula la concentracion que produce la reduccién de

la viabilidad celular en un 50 %.
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