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RESUMEN

La valoracién de citotoxicidad in vitro sobre lineas celulares derivadas de tumores humanos permite
explorar la actividad biolégica de productos aislados de diferentes fuentes como primer tamizaje en
busqueda de moléculas con potencial actividad anticancerigena. En este trabajo se implement6 el método
de reduccién de resazurina como indicador indirecto de supervivencia celular. Para ello fue necesario
seleccionar la concentracién de resazurina y el tiempo de incubacién ideal para obtener unidades relativas
de fluorescencia (URF) 6ptimas sobre las lineas celulares MCF-7, MKN-45, SiHa, HEp-2, HT-29 y
HeLa. Seguidamente, se compararon los resultados de supervivencia obtenidos al emplear el método
de reduccién MTT y el método de tincién SRB, definidos como ensayos de tipo terminal, con el uso
de resazurina, descrita como poco toxica para las células. La comparacién de los métodos se hizo en
términos de porcentaje de supervivencia, donde se evalud la sensibilidad de las lineas a doxorrubicina
HCI, un medicamento empleando en el tratamiento del cancer. Los resultados obtenidos demuestran
que el método de reduccién de resazurina empleado en una concentracién 4,4 uM es ttil en ensayos
de rutina para detectar cambios significativos de la poblacién celular cuando su crecimiento varfa como
consecuencia de la exposicién a moléculas con actividad citotdxica.
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ABSTRACT

Assessment of in vitro cytotoxicity as a model to explore biological activity of compounds isolated from
different sources is the first approached to search molecules with potential anticancer activity. This paper
is about how to implement resazurin reduction method as an indirect indicator of cell survival. Indeed
both optimal resazurin concentration and incubation time were selected on MCF-7, MKN-45, SiHa,
HEp-2, HT-29 and HeLa. Next, we compared survival results by using reduction method MTT and
staining method SRB defined as end-point tests, and resazurin method described as slightly toxic to cells.
The comparison of the methods was done in terms of survival rate to evaluate the sensitivity of the lines
to doxorubicin HCI, a medicine used in cancer. The methods were compared in terms of percentage
survival by evaluating cell line sensitivity to doxorubicin HCI (a drug used in cancer treatment). The
results show that resazurin reduction method used in 4.4 uM is applicable to detect significant changes
in cell population exposed to cytotoxic molecules in routine testing.
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INTRODUCCION

En la basqueda de moléculas potencialmente
atiles en el tratamiento de cancer, uno de los prin-
cipales métodos para el tamizaje in vitro de diferentes
productos, es el ensayo de citotoxicidad empleando
lineas celulares derivadas de tumores humanos (1).
En estos ensayos comtnmente se aplican diferentes
métodos de tincién celular con el fin de estimar
de forma indirecta el ntimero de células viables,
luego de someterlas a tratamiento con diferentes
concentraciones de un xenobidtico.

Sin embargo, la mayoria suelen ser métodos de
tipo terminal, ya que emplean sistemas de tincién
destructivos, lo cual impide seguir el comportamien-
to de las células post tratamiento y/o realizar ensayos
complementarios sobre las células sobrevivientes (2).

Entre los métodos mis empleados estin la
reduccién del MTT (3-(4,5-dimeltiltiazol-2-1l)-
2,5-difeniltetrazolio bromuro) (3), que requiere de
células vivas, o que, al menos, muestren actividad
6xido-reductasa, para convertir el colorante pre-
cursor en un producto cuantificable, y la tincién
con sulforodamina B (SRB) que, por su afinidad
con los aminodcidos bésicos de las proteinas, se fija
selectivamente en éstos, proporcionando un indice
del contenido de proteina celular (1,4).

Aligual que los métodos anteriormente mencio-
nados, la resazurina fue introducida como indicador
de viabilidad celular no téxica, ttil para monitorear
la proliferacién celular y la citotoxicidad (2, 5, 6,
7). En particular, este colorante (azul no fluores-
cente) se reduce en dos pasos, irreversiblemente
a resorufina (rosado altamente fluorescente), y en
una segunda etapa reversible, a dihidroresorufina,
compuesto incoloro y no fluorescente, procesos
que se asocian principalmente con la mitocondria
de células viables (5, 8) y se indican en la figura 1.
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Figura 1. Conversién de resazurina a resorufina
(fluorescente), y posteriormente a dihidroresorufina (no
fluorescente) por accién metabdlica de células viables.
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La resorufina es difundida al medio permitiendo
el continuo monitoreo de la proliferacién y/o muerte
celular (citotoxicidad) asociada al tratamiento con
xenobidticos sobre células humanas (5, 8, 9, 10, 11),
animales (12), bacterias (13), parisitos (14) e incluso
hongos (15); igualmente se emplea en la degrada-
cién de contaminantes como indicador redox, que
combinada con otras técnicas sirve para obtener
conocimientos fundamentales en los procesos bio-
geoquimicos (16).

Asi, su empleo permite la continuidad de estu-
dios en la misma poblacién celular, economizando
tiempo y dinero, especialmente en cultivos prima-
rios donde las células son muy escasas y preciadas.
Ademais, la determinacidn de la cantidad de células
viables con este sistema de tincién es muy sensible
y altamente reproducible (17, 18).

El objetivo de este trabajo es implementar la
resazurina en bioensayos de tamizaje sobre lineas
celulares tumorales, como método de tincion celu-
lar sensible, especifico y poco téxico, para valorar
el efecto citotdxico de productos promisorios con
actividad antitumoral, permitiendo complementar
los modelos disponibles para la evaluacién de acti-
vidad citotéxica in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Se emplearon seis lineas celulares: adenocarci-
noma de cincer de mama MCF-7(ATCC: HTB-
22), reportada por NCI como sensible a firmacos
(19), adenocarcinoma gistrico MKN-45 (DSMZ:
ACC 409), carcinoma escamocelular de cérvix SiHa
(ATCC: HTB-35), carcinoma epidermoide de la-
ringe HEp-2 (ATCC: CCL-23), adenocarcinoma
colorectal HT-29 (ATCC:HTB-38), y adenocar-
cinoma de cérvix HeLa (ATCC: CCL-2), todas
de crecimiento adherente, derivadas de tumores
sOlidos humanos, obtenidas del Banco de Células
del Laboratorio de Inmunologia del Instituto Na-
cional de Cancerologifa de Colombia, en Bogota.
Todas fueron cultivadas en Medio Minimo Esencial
(MEM), suplementado con 5% de suero fetal bovi-
no (FBS), gentamicina (50 ug/mL) y bicarbonato
de sodio (2,2 g/L), en cajas de cultivo estériles de
75 cm?, e incubadas en condiciones estandar (20).

Para el mantenimiento de los cultivos se hizo
cambio de medio cada dos dias lavando las células
con solucién tampén de fosfatos (PBS) de 298
mOsm/Ly pH= 7,3.



APLICACION DE UN METODO FLUOROMETRICO PARA EVALUAR LA PROLIFERACION CELULAR EN LINEAS CELULARES ... 175

Conteo y comprobacion de viabilidad

Los cultivos con 90% de confluencia se trataron
con solucién de tripsina al 0,025% y EDTA al 0,03%
durante 5 minutos, a 37°C. Se obtuvo una suspen-
sién celular que se cont6 en cimara de Neubauer
mediante el método de exclusién de azul de tripano.

Densidades celulares

Se emplearon las densidades celulares estableci-
das en trabajos previos del laboratorio con el método
de reduccién de MTT (21-23). Para MCF-7: 15000
células/pozo, MKIN-45: 15000 células/pozo, SiHa:
10000 células/pozo, HEp-2: 7500 células/pozo, HT-
29: 15000 células/pozo y HeLa: 10000 células/pozo,
en un volumen de 100 uL por pozo. Las densidades
celulares fueron sembradas en placas de 96 pozos
que se incubaron durante 24 horas en condiciones
estindar, para permitir la adhesion de las células a
la superficie del pozo.

Seleccion de los parametros para la aplicacion
del método de resazurina

Se estimé el efecto de la concentracién de re-
sazurinay del tiempo de incubacién sobre la inten-
sidad de la fluorescencia obtenida. Se evaluaron las
concentraciones 4,4 uM, 6,6 uM y 8,8 uM en un
volumen final de 100 uL por pozo. En el momento
de su uso las soluciones de trabajo se prepararon
a partir de una solucién stock 44 uM diluida con
medio de cultivo sin suplementar (7, 24). Las pla-
cas de cultivo se incubaron durante 1, 4, 6, 24, 48
y 72 horas, en condiciones estindar y midiendo la
intensidad de fluorescencia después de cada perio-
do de incubacién (25). Se emple6 un fluorémetro
TECAN GENios con los filtros de 535nm para
excitacién y 595nm para la emisién (26). Todos los
ensayos se efectuaron por triplicado.

Comparacion de tres métodos de evaluacion
de proliferacion celular

Con el fin de comparar las respuestas para los
tres métodos se realizaron paralelamente dos blo-
ques de mediciones, en el primero empleando las
lineas HEp-2, HeLa y HT-29 sembradas en dos
placas de 96 pozos; una fue sometida a tincién con
MTT, y la otra se trat6 con resazorina. En el se-
gundo bloque, las lineas MKN-45, SiHa y MCF-7
fueron cultivadas en otras dos placas de 96 pozos 'y
de igual manera; una leida con el método de tincién
SRB y otra con resazurina. Como tratamiento se
empleé doxorubicina HCI (Ebewe Pharma®) en

concentraciones de 10 uM, 1 uM y 0,1 uM, obte-
nidas por dilucién seriada en MEM suplementado
con 5% de SFB (21). Después de un tratamiento de
48 horas, se determin la poblacién celular viable
en las placas empleando los diferentes métodos.

Tincion con MTT

Aunque se han descrito diferentes protocolos,
todos basados en el establecido por Mosmann (3),
se atendié a las condiciones utilizadas por el grupo
de Farmacogenética del Cancer en las valoraciones
de citotoxicidad (23).

Cumplido el tiempo de tratamiento, se prepard
una solucién de MTT diluida en PBS (1 mg/mL) y
se afiadieron 100 uL en concentracién 0,25 mg/mL
en cada pozo con medio sin suplementar. Las placas
fueron incubadas durante 4 horas en condiciones
estindar. Luego, cuidadosamente, se eliminé el
sobrenadante y se adicionaron 100 uL de DMSO.
Para la lectura de las placas de cultivo se usé un
lector de placas BIORAD 550 a 570 nm. Los valores
resultantes se tomaron como medida indirecta de
masa celular viable.

Tincion con SRB

Cumplido el tiempo de tratamiento se adicio-
naron a cada pozo 100 uL de solucién de acido
tricloro acético (TCA) al 10% y se incub6 durante
1 hora a 4°C. Pasado este tiempo, se deseché el
TCA y se lavé con agua cada placa cinco veces,
dejandolas secar completamente. A continuacién
se adicionaron a cada pozo 100 uL de solucién de
SRB al 0,4 % en 4cido acético, incubando por 10
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
se elimind el colorante y se lavaron los pozos cinco
veces con 50 uL de dcido acético al 1%. Por tltimo,
se adicionaron en cada pozo 100 uL de solucién de
TRIS base 10 mM, pH 10,5; y se leyeron las placas
en un lector BIORAD 550 nm a 570 nm (4).

Analisis estadistico

Los datos comparados fueron los porcentajes
de supervivencia obtenidos a partir de las unida-
des de absorbancia en el caso de MTT y SRB, y la
intensidad de fluorescencia expresada en unidades
relativas de fluorescencia (URF) para resazurina,
con el fin de establecer las diferencias de respuesta
entre métodos, y asi indicar si proveen resultados
comparables. Para ello se aplicé el coeficiente de
correlacién de Spearman, empleando el programa
estadistico SPSS versién 13.0 para Windows.
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RESULTADOS

Seleccion de los parametros de aplicacion del
método de resazurina

Como tendencia comtn a todas las lineas celu-
lares, la sefial de fluorescencia (URF) aument6 a
medida que se incrementaba independientemente
cada uno de los factores evaluados (concentracién
de resazurinay tiempo) durante las 24 horas, como
se indica en la Figura 2.

Los valores maximos de intensidad de fluores-
cencia se obtuvieron a las 24 h de incubacién en
la mayoria de las lineas celulares; después de este
tiempo disminuyeron paulatinamente, incluso
hasta intensidades inferiores a las observadas en las
primeras horas de incubacién, como se evidencia
en la figura 2. Esto indica que los cambios en la
intensidad de la fluorescencia sélo se pueden apre-
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ciar claramente en las primeras horas posteriores a
la adicién de la resazurina.

Se observé un incremento marcado en la in-
tensidad de la fluorescencia entre la hora cero y
las 4 horas de incubacién para las lineas celulares
MCEF-7, SiHa, HEp-2 y HeLa. Pasado este tiempo
se observo una fase de meseta en la intensidad, que
se mantuvo hasta las 24 h, en donde la sefial empezé
adecrecer. Para las lineas celulares MKIN-45y HT-
29, el maximo de intensidad en la fluorescencia se
alcanz6 a las 6 h de incubacién.

Estadisticamente, con un P>0,005 obtenido
para las distintas combinaciones de tiempo y
concentracion de resazurina, no se observaron
diferencias significativas, es decir, las URF obteni-
das de las diferentes concentraciones evaluadas no
difieren considerablemente en las lineas celulares
valoradas.
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Figura 2. Seguimiento en el tiempo de la reduccién de resazurina a resorufina durante un periodo total de incubacién
de 72 horas, empleando diferentes concentraciones de resazurina en seis lineas celulares A: SiHa, B: MCF-7,
C: MKN-45, D: HEp-2, E: HT-29 y F: HeLa. n=6, p=0.05y * 1 desviacién tipica.
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Al comparar las respuestas obtenidas con cada
concentracién de resazurina no se apreciaron dife-
rencias en las URF en la mayoria de las lineas, con
excepcién de SiHa, que mostrd una intensidad de
fluorescencia mixima con la menor concentracién
evaluada (4,4 uM). En general, los resultados, que
oscilaron entre 12000 y 45000 URF aproxima-
damente, muestran semejanza en los valores de
intensidad de fluorescencia.

Con base en los resultados obtenidos se seleccio-
naron como condiciones minimas requeridas para
la aplicacién del método de reduccién de resazurina
al evaluar doxorrubicina HCI, una concentracién

[Promedio de abs/f pozos tto — Promedio de abs/f pozos blanco de tto]
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de resazurina 4,4 uM por pozo, y un tiempo de
incubacién de 4 horas, en condiciones de 37°C,
5% CO, y 100% de humedad. Para todas las lineas
celulares valoradas, esta concentracién present6 una
buena respuesta, medida en URF.

Comparacién entre los métodos de tinciéon
celular

Como los métodos disponen de unidades de me-
dida diferentes, la comparacién se hizo calculando
los porcentajes de supervivencia de doxorrubicina
HCI. Los porcentajes de supervivencia se calcularon
a partir de la ecuacién 1.

Porcentaje de supervivencia= *100
Promedio de abs/f pozos cc — Promedio de absorbancia/fluorescencia pozos bc Ecuacion 1.
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Figura 3. Porcentajes de supervivencia obtenidos al evaluar tres concentraciones de doxorubicina HCI
empleando distintos métodos de tincién celular. A. Lineas celulares evaluadas con los métodos de
MTT (M) y resazurina (R). B. Lineas celulares evaluadas con los métodos de SRB (S) y resazurina (R).

Donde (abs/f tto) es la absorbancia o fluores-
cencia promedio de pozos de tratamiento; (abs/f
b) es la absorbancia o fluorescencia promedio de
blancos de tratamiento; (abs/f cc) es la absorbancia
o fluorescencia promedio de los pozos control de
crecimiento tratados con DMSO al 0,2%, vy, por
dltimo (abs/f be) es la absorbancia o fluorescencia
promedio del blanco de control.

En todas las lineas celulares se observé la misma
tendencia de disminucién en la supervivencia celular
evaluando doxorrubicina HCI, al leer por MTT, SRB
y resazurina; sin embargo, con este tltimo método los
resultados de porcentaje de viabilidad son superiores.

Doxorrubicina HCI, como medicamento
ampliamente empleado en tratamientos contra el
cancer, a una concentracién 10 uM, tuvo efecto

citotoxico sobre las lineas celulares, valoradas por
los tres métodos de tincién celular. Sin embargo,
al evaluar resazurina sobre HT-29 y HeLa a esta
concentracién, no se observd disminucion celular
menor al 50%, en comparacién con los resultados
obtenidos al evaluar MTT, lo que puede apreciarse
en la figura 3A. Asi mismo, al evaluar la linea celular
MKN-45 por el método de resazurina, se pudo
ver que el porcentaje de superviviencia celular fue
el doble del obtenido por el método de SRB, que
aparece en la figura 3B.

Sobre el panel de lineas evaluadas, SiHa y HEp-2
mostraron ser mis sensibles a este firmaco anti-
neoplésico en las concentraciones del medicamento
evaluado, lo que concuerda con lo reportado por
otros autores (21).
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En general, los resultados de porcentaje de
supervivencia obtenidos por cualquier método
de tincién celular, permiten establecer un calculo
aproximado de la CI;, ya que se obtiene un valor
de viabilidad inferior al 50%.

Seguidamente, para comprobar la similitud en
el comportamiento de los porcentajes de supervi-
vencia obtenidos al emplear los tres métodos, se
aplicé el coeficiente de correlaciéon de Spearman,
que indicé el grado de correlacién entre las varia-
bles. Los coeficientes fueron cercanos a uno (1), lo
que indica que el grado de correlacién es positivo
para los diferentes métodos, y demuestra que son,
igualmente, marcadores de viabilidad celular, como
se indica en la tablal.

Al analizar los resultados de supervivencia ob-
tenidos para cada linea celular, se observo que el
grado de asociacién de las variables para cada una
de ellas fue cercano a 0,9; lo que expresa un ajuste
lineal, con una probabilidad menor de 0,001 en los
seis modelos. Por tanto, las regresiones son signi-
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ficativas, tanto al comparar el método de reduccién
de resazurina frente a MTT y SRB, como se indica
en la figura 4.

Tabla 1. Datos obtenidos del coeficiente de
correlacién de Spearman (r) para cada linea celular
comparando los métodos de tincién.

Coeficiente
Linea celular Método de correlaciéon | p valor
Spearmann
SiHa Resazurina vs SRB 0,928 0,008
MCE-7 Resazurina vs SRB 0,943 0,005™
MKN-45 Resazurina vs SRB 0,886 0,019
HEp-2 Resazurina vs MTT 0,928 0,008
HT-29 Resazurina vs MTT 0,771 0,072
HelLa Resazurina vs MTT 0,870 0,024"

De igual manera, los valores de porcentaje de
supervivencia graficados revelan la correlacién po-
sitiva de los métodos, es decir, cuando aumenta el
porcentaje de supervivencia en un método, aumenta
también en el otro.
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Figura 4. Correlacién entre distintos métodos de tincidén celular, al evaluar el potencial efecto citotéxico de
doxorrubicina HCI en diferentes lineas celulares derivadas de tumores sélidos.
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DISCUSION

En este estudio se estandarizé el método de re-
sazurina para evaluar la proliferacion celular sobre
lineas tumorales de origen humano. El procedimien-
to para la aplicacién de este método fue mds simple
que el usado para valorar la viabilidad celular por
los métodos de reduccién de MTT y la tincién con
Sulforodamina B, validados en nuestro laboratorio.

La resazurina, por ser un método no destruc-
tivo, permite al investigador retirar o adicionar
tratamientos sobre la misma poblacién celular
evaluada, para futuros andlisis, como ensayos post
tratamiento, sin necesidad de perder células (7, 11).
Tampoco necesita de pre-lavados para realizar la
lectura de absorbancia o fluorescencia, y no precisa
una solubilizacién especial del producto fluorescen-
te, pues es soluble en medio, PBS, e incluso agua.

Igualmente, la versatilidad de la resazurina
como método fluorométrico y colorimétrico para
identificar la viabilidad celular tiene ciertas ventajas
sobre los métodos tradicionales. Primero, su facil
manejo, dado que el indicador es anadido directa-
mente a las células en cultivo al terminar el periodo
de incubacién o de tratamiento y no necesita la
manipulacién de otros agentes por ser el producto
fluorescente soluble en agua (17). Segundo, la re-
sazurinay la resorufina ejercen muy baja toxicidad
en las células, lo que permite prolongar el monito-
reo de los cultivos celulares durante un tiempo de
recuperacion posterior al tratamiento (7). Tercero,
el método no exige ningtn tipo especial de manejo
o la disposicién de otros sistemas sofisticados de
proteccién ya que es practicamente inocuo y no es
radioactivo. Cuarto, debido a su naturaleza homo-
génea, la resazurina puede ser adaptada a ensayos
in vitro en gran escala (25).

Asimismo cabe anotar que es un método sensible
que permite detectar cambios en las células con
errores estindar minimos durante largos tiempos
de incubacién (27).

Al evaluar resazurina como método de prolifera-
cién celular para su uso rutinario y estandarizacion,
muchos investigadores reafirman la necesidad de
caracterizar individualmente las lineas celulares, ya
que cada una tiene propiedades metabdlicas tinicas,
como presencia y expresion de citocromos, que pue-
den estimular la metabolizacién de los colorantes.
También, optimizar los parimetros experimentales,
tales como tiempo de incubacién, la densidad celular
inicial, la concentracion del colorante, e incluso el
modo de preparacién y almacenamiento del pro-
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ducto, con el fin de obtener una buena conversién
de colorante oxidado a producto reducido, proceso
descrito por diferentes autores (7, 11, 24, 26, 28).

Con base en los resultados obtenidos se selec-
cionaron como condiciones minimas requeridas
para la aplicacién de resazurina como método ru-
tinario, una concentracién de 4,4 uM por pozo y
un tiempo de incubacién de 4 horas, en condiciones
de 37°C, 5% CO, y 100% de humedad, tiempo y
concentracion suficientes para realizar lecturas de
viabilidad células éptimas como buenas respuestas
medidas en URF.

Por otro lado, el efecto citotéxico observado al
evaluar doxorubicina HCl en las seis lineas celulares
tuvo el mismo comportamiento con los diferentes
métodos de medicién de viabilidad celular; sin em-
bargo, los porcentajes de supervivencia derivados del
método de resazurina fueron notablemente superio-
res a los obtenidos con los métodos de MT'T, o SRB.

En cuanto a la comparacién de los métodos de
resazurinay MTT, Hamid y colaboradores afirman
que las respuestas de supervivencia de ambos al eva-
luar el potencial efecto citotdxico de doxorrubicina
HCL, aunque guardan la misma asociacién, no
son similares, quizd por diferentes mecanismos de
accién del firmaco sobre las enzimas responsables
de la transformacién de resazurinay de MTT, que
pueden llevar a modificar los resultados (17).

Asimismo, los porcentajes de supervivencia
obtenidos al evaluar el agente antineoplisico por
el método de resazurina, fueron mayores que los
obtenidos con SRB. Esto obedece, posiblemente, a la
transformacién de resazurina por células suspendi-
das en el medio, mientras los continuos lavados, en
el método de tincién proteica con Sulforodamina B,
pueden afectar la fijacién celular y proteica (2, 17)

Otra posible explicacién del aumento en el
porcentaje de supervivencia al usar resazurina
como método de viabilidad celular, comparado con
SRB, es el hecho de que las células en proceso de
apoptosis despliegan rutas pro y anti-apoptdticas,
incrementando protefnas activamente vinculadas
en procesos mitocondriales y energéticos (2), que
pueden estar aumentando la transformacién de
resazurina a resofurina.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que
cualquiera de los tres métodos, empleado en las condi-
ciones establecidas, permite evaluar la citotoxicidad de
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