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RESUMEN

Se realiz6 un estudio comparativo de los métodos de resazurina y MTT como indicadores de medida
indirecta de sobrevivencia celular, aplicables para la estimacién de actividad citotdxica, con el fin
de establecer la idoneidad de cada uno de los dos sistemas de deteccidn, a través de la valoracién de
citotoxicidad sobre tres lineas celulares derivadas de tumores humanos: HEp-2, HT-29 y HeLa, evaluando
tres compuestos sintéticos durante un periodo de tratamiento de 48 horas, usando como referencia de
actividad Doxorrubicina HCI, un agente antineoplasico. Los resultados obtenidos por los dos métodos
revelaron comportamientos semejantes en las condiciones estudiadas en las lineas celulares.
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ABSTRACT

A study was carried comparing the resazurina and MTT methods as indicators of indirect measure of
cellular survival applied to valuated cytotoxic activity in order to assess the suitability of each of the two
detection systems. The comparison was made through the valuation of cytotoxicity on three cell lines
derived from human tumors: HEp-2, HT-29 and HeLa, evaluating three synthetic compounds during
a treatment period of 48 hours using as a reference activity Doxorubicin HCL. The results obtained by
the two methods showed a similar performance under the conditions tested in cell lines.
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INTRODUCCION

Comunmente, en los estudios de citotoxicidad
in vitro sobre lineas celulares, se emplean diferentes
métodos de tincién celular con el fin de estimar
de manera indirecta el ntiimero de células viables
presentes después de un tratamiento. La mayoria
de éstos son de punto final, al usarse de forma
destructiva, lo cual imposibilita seguir el compor-
tamiento de las células después de ser sometidas a
un tratamiento traumatico. Una prueba in vitro ideal
para evaluar la proliferacién celular y la citotoxici-
dad debe tener como caracteristicas principales: ser
simple, ripida, eficiente, econémica, reproducible,
sensible, segura, efectiva en la medida de la pobla-
cién celular viable y, que no muestre interferencia
con el compuesto a evaluar (1). Mds aun: si el mé-
todo es aplicable a técnicas de barrido o tamizaje
de alta eficiencia (HTS) y las células pueden ser
usadas para mis experimentos se habrd adquirido
una herramienta excepcional (2). Existen diferen-
tes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad
in vitro. Primero, el uso de colorantes tales como
cristal violeta y sulforrodamina B (3), que colorean
componentes especificos de las células y permiten
medir residuos celulares después de un tiempo de
incubacién con el compuesto evaluado. Segundo,
los detectores de liberacién de componentes consti-
tutivos celulares, que miden la actividad de enzimas
tales como lactato deshidrogenasa, y finalmente,
aquellos que miden la funcién metabdlica de las
células usando las sales de tetrazolio: bromuro de
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT); (3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi-
metoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio)
(MTYS) y (23-bis-(2-metoxy-4-nitro-5-sulfofenil)-
2H-tetrazolio-5-carboxanilido) (XTT), los cuales
al ser reducidos a formazan producen una intensa
coloracién (4). El método mds empleado es la reduc-
cién metabdlica de MT'T, basado en la reduccién
de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio
bromuro (MTT). Este colorante amarillo palido, so-
luble en agua, es reducido tempranamente en células
viables, por componentes de la cadena respiratoria, a
formazin (cristales azul violeta, insoluble en agua),
fundamentalmente por la respiracién (deshidroge-
nasas mitocondriales) y su flujo de electrones, lo
cual es intrinsecamente toxico para las células (5, 6).

Dicho método fue desarrollado por Mosmann,
1983 (7) como método colorimétrico cuantitativo de
microtitulacién para la determinacién de la supervi-
vencia y capacidad de proliferacién de células mami-
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feras, y es preciso y rapido (8). Asi mismo la resazu-
rina (azul, no fluorescente) es reducida a resofurina
(rosado, altamente fluorescente), por oxidoreductasas
que se encuentran principalmente en la mitocondria
de células viables. La resofurina es excretada al medio
permitiendo el continuo monitoreo de la prolifera-
cién y/o la citotoxicidad de sustancias sobre células
humanas, animales, bacterias ¢ incluso hongos (9-14).
Este colorante es poco téxico para las células (no asi
otras técnicas descritas), y permite la continuidad de
estudios en las mismas células, economizando tiem-
po y dinero, especialmente en cultivos primarios
donde las células son muy escasas y preciadas. Ade-
mis, es sensible y altamente reproducible (15, 16).
Es posible obtener una medida de absorbancia a una
longitud de onda de 570 nm y/o fluorescencia en
530 nm_ y 590 nm__, ya que este colorante tiene
propiedades tanto croméforas como fluordforas (1).

Por ello, comparar las respuestas obtenidas in
vitro para los métodos de reduccién de resazurina
y MTT reconocidos como sistemas de medida
indirecta de masa celular, es atil para evaluar la
viabilidad y supervivencia en tratamientos de
citotoxicidad. Ahora bien, ampliar el dmbito de
aplicacién de estas técnicas a compuestos poco
convencionales pero promisorios, como son los
aminales (gem-diaminas) ciclicos tipo caja, nos
estimulé a emplear tres de ellos, presentados en
la figura 1: el 1,3,5,7-tetrazatriciclo [3.3.1.1°7]
decano (urotropina, I), el 1,3,6,8-tetrazatriciclo
[4.3.1.17*] undecano (TATU, II) y el 1,3,6,8-
tetrazatriciclo [4.4.1.1°*] dodecano (TATD, III) en
estos ensayos. Estos tres aminales difieren en un
grupo metileno en sus estructuras, lo que permite,
entonces, considerarlos en conjunto como una serie
homologa. En la literatura consultada no se hallaron
trabajos relacionados con la actividad citotéxica de
estos aminales, pero resulta interesante el hecho
de que que el TATD (III) ha sido empleado como
carcinostatico (17), aumentando la sobrevivencia
de ratones inoculados con tumores Ehrlich ascites,
de 18 a 149 dias, cuando se les suministré entre 1
y 2 milimoles de TATD en soluciones de glucosa.

TeRae
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Figura 1. Aminales ciclicos aplicados en el estudio
comparativo de los métodos de resazurinay MTT.
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MATERIALES Y METODOS

Lineas celulares

Se emplearon tres lineas celulares: HEp-2 car-
cinoma epidermoide de laringe contaminada con
HeLa, HT-29 adenocarcinoma colorectal, y HeLa
adenocarcinoma de cérvix, todas de crecimiento
adherente, derivadas de tumores s6lidos humanos,
obtenidas del banco de células del Laboratorio de In-
munologia del Instituto Nacional de Cancerologia
de Colombia, en Bogoti. Todas fueron cultivadas
en Medio Minimo Esencial (MEM), suplementado
con 5% de suero fetal bovino (FBS), gentamicina
(50 ug/ml) y bicarbonato de sodio (2,2 g/L), en cajas
de cultivo plésticas estériles, de 75 cm?, e incubadas
en condiciones estindar (18). Para el mantenimiento
de los cultivos se practicé un cambio de medio cada
dos dfas, lavando las células con solucién salina con

tampén de fosfatos (PBS) de 149,2 mM y pH= 7,3.

Sustancias empleadas para valorar el efecto
citotéxico

Se emplearon tres compuestos sintéticos de la
serie de aminales ciclicos tipo caja: 1,3,5,7-tetraza-
triciclo [3.3.1.1>"] decane (urotropina), 1,3,6,8-te-
trazatriciclo [4.3.1.1>°] undecane (TATU), y
1,3,6,8-tetrazatriciclo [4.4.1.1>*] dodecano (TATD),
y doxorrubicina HCI (doxo), un antineoplésico re-
conocido. La urotropina (I) se adquirié en Merck
y se tomo directamente del envase del fabricante;
el TATU (II) se preparé por reaccién entre TATD
(III) y amoniaco siguiendo el método descrito en
la literatura (19), se purificé por cromatografia en
columna (silica gel), eluyendo con una mezcla de
diclorometano-etanol 1:4, y la pureza se verificé
por CG-EM; el TATD (I1I) se sintetiz6 a partir de
etilendiamina y formaldehido, de acuerdo con el
método descrito en la literatura (20) y se purificé
por recristalizacién en benceno.

Conteo y comprobacion de viabilidad

Los cultivos con 90% de confluencia se trata-
ron con solucién de tripsina al 0,025% y EDTA
al 0,03%, durante 5 minutos, a 37°C, obteniendo
una suspension celular que se contd en cimara de
Neubauer mediante el método de exclusién con
azul de tripano.

Inoculacién de placas

Las densidades celulares a sembrar en placas de
96 pozos de fondo plano fueron las establecidas

para el método de MTT por estudios realizados
previamente (21-23). Para HEp-2: 7500 células/
pozo, HT-29: 15000 células/pozo, y HeLa: 10000
células/pozo, en un volumen de 100 uL por pozo.
Las placas se incubaron 24 horas en condiciones
estindar para permitir la adhesién celular a la
superficie del pozo.

Comparacion entre los dos métodos de tincion
celular

Se trataron paralelamente placas semejantes
que fueron sometidas a tincién con resazurina o
con MTT. Para ello se inocularon por triplicado
las densidades celulares establecidas para cada linea
celular en 100 uL de MEM suplementado, que
fueron incubadas por 24 horas para permitir la
adhesion celular. Para valorar el efecto citotdxico
se prepararon, de cada uno de los tres compuestos
sintéticos: urotropina, TATU y TATD, y del agen-
te antineoplisico doxorrubicina HCI (doxo), tres
diluciones seriadas en relacién de 1:10, en medio
MEM suplementado con 5% de FBS, obteniendo las
siguientes concentraciones finales: 10 uM, 1 uMy
0,1 uM (21); como control positivo se emple6 doxo-
rrubicina HCI. Después de un tratamiento durante
48 horas, se determiné paralelamente la poblacién
celular viable mediante los ensayos con MTT vy
resazurina. Se compararon los valores de porcen-
tajes de supervivencia calculando el porcentaje de
variacién de las respuestas en funcion del método
de tincién celular (DR%) definido por la ecuacién 1.

AR% = [(A/F tto— A/F bt) / (A/F c (48h) — A/Fbc)] x 100

Ecuacion 1.

Donde (A/F tto) absorbancia o fluorescencia
promedio de pozos para cada tratamiento; (A/F bt)
absorbancia o fluorescencia promedio de blancos
de tratamiento; (A/F c) absorbancia o fluorescencia
promedio control de crecimiento y (A/F bc): absor-
bancia o fluorescencia promedio blanco.

Tincion con resazurina

Para cuantificar el efecto citotéxico de los
tratamientos se aplicé la prueba fluorométrica de
resazurina. Transcurridas las 48 horas de inoculado
el tratamiento sobre las células, se extrajo el medio
de cultivo con tratamiento y se lavaron los pozos
con PBS de 149,2 mM y pH= 7,3. Posteriormente
se adicionaron 100 uL por pozo de medio MEM sin
suplementar con resazurina al 10% v/v partiendo de
una solucién inicial de 44 uM (2, 24), y se incub6
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durante 4 horas en condiciones estindar. Cumplido
el tiempo de incubacién las placas fueron leidas
a una longitud de onda de excitacién 535 nm y
595 nm de emisién en un lector TECAN (1).

Tincion con MTT

Cumplido el tiempo de tratamiento se elimind
el medio de cultivo y las microplacas de cultivo se
lavaron con PBS, ya que las proteinas provenientes
del suero pueden interferir en la dilucién final del
formazan (25). Posteriormente se aftadieron 100 uL
de MTT en concentracién 0,25 mg/mL en medio
sin suplementar; las placas fueron incubadas durante
4 horas en condiciones estindar. Luego, cuidadosa-
mente se descarté el sobrenadante y se adicionaron
100ml de DMSO con el fin de disolver el formazan,
producto del metabolismo de MTT. Las placas de
cultivo fueron leidas en un lector de placas BIO-
RAD 550. Los valores resultantes fueron tomados
como medida indirecta de masa celular viable.

Analisis estadistico

Para establecer la influencia de los factores de
tratamiento sobre las lineas celulares empleadas
se realiz6 un anilisis de varianza (ANOVA). Asi
mismo, para determinar si las respuestas de viabi-
lidad celular expresadas por ambos métodos eran
comparables, se aplicé una prueba de correlacién de
Pearson, empleando el programa estadistico SPSS
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(Statistical Product for Service Solutions), versién
13.0 para Windows.

RESULTADOS

Para evaluar las respuestas obtenidas de ambos
métodos, se evalud el efecto citotéxico de tres com-
puestos sintéticos y un agente antineopldsico sobre
las tres lineas celulares de trabajo. A partir de los
valores de fluorescencia obtenidos se calcularon los
porcentajes de supervivencia celular después de un
periodo de tratamiento de 48 horas, y se hallé que
los compuestos no habfan causado una disminucién
notoria en la supervivencia celular en ninguna de
las lineas celulares evaluadas. Este mismo resultado
se obtuvo al valorar las respuestas obtenidas con el
MTT. De otro lado, al evaluar doxorrubicina HCI
se encontrd que las tres lineas en estudio fueron
sensibles a la accién de este firmaco en el rango
de concentracién evaluado como se evidencia en
la tabla 1.

La repeticion, realizada dos semanas después,
ratificé los valores de supervivencia obtenidos,
tanto en la valoracién de los compuestos sintéticos
evaluados por ambos métodos de tincién celular
como en la sensibilidad de las lineas al agente
antineoplasico en un periodo de tratamiento de
48 horas, estableciendo la reproducibilidad de los
resultados y presentados en la tabla 2.

Tabla 1. Promedio de porcentajes de supervivencia obtenidos al evaluar los tres compuestos sintéticos
y doxorrubicina HCI empleando dos métodos de tincién celular. N = 3.

Resazurina MTT
Sustancia Concentracién (uM) HEp-2 HT.29 Hela HEp-2 HT-29 Hela

10 88 86 88 94 97 90

TATU 1 89 92 89 97 100 94
0,10 90 93 90 97 101 95

10 98 98 99 91 99 102

Urotropina 1 98 100 99 93 101 103
0,10 98 103 99 95 103 103

10 97 84 97 87 100 96

TATD 1 97 92 101 89 101 96
0,10 99 94 102 92 110 97

10 14 67 60 10 42 45

Doxorrubicina HCI 1 28 95 75 24 79 58
0,10 72 97 88 59 83 80
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Tabla 2. Promedio de porcentajes de supervivencia obtenidos al evaluar tres compuestos sintéticos

y doxorrubicina HCI, empleando dos métodos de tincién celular. N = 3.

Resazurina MTT
Sustancia Concentracién (uM)
Hep-2 | HT-29 | HeLa | Hep-2 HT-29 | HeLa

10 89 103 90 94 94 87

TATU 1 92 103 91 90 97 92
0,10 92 109 91 91 100 93

10 94 102 101 80 94 95

Urotropina 1 97 104 100 88 96 97
0,10 99 104 100 95 101 100

10 98 97 99 87 93 99

TATD 1 98 99 101 87 95 101
0,10 100 99 102 94 101 102

10 28 64 65 19 44 41

Doxorrubicina HCL 1 47 86 72 32 63 68
0,10 67 94 84 62 91 80
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Doxorrubicina HCI1

Los resultados expresados en grificas como
curvas de logaritmo de la concentracién-porcentaje
de supervivencia para cada linea celular, indicados
en la figura 2A-C, mostraron que las tres lineas en
estudio fueron sensibles a la accién de doxorrubi-
cina en el rango de concentracién evaluado, con un
tratamiento de 48 horas, empleando ambos métodos
de tincion.

Al valorar la citotoxicidad de doxorrubicina
sobre HEp-2, empleando los métodos MTT vy re-
sazurina respectivamente, se obtuvo una viabilidad
entre 10% y 20% a la mayor concentracién (10 uM);
25%-30% a una concentracién de 1 uM, y 60%-70%
de supervivencia, evaluando una concentracién de
0,1 uM.

% de supervivencia
% de supervivencia

En la linea HT-29, sélo a la mixima concentra-
cién se observé una reduccién importante de este
porcentaje empleando el método de MTT (42%); sin
embargo, en el caso de resazurina, esta reduccién
tue del 67% de viabilidad celular. Finalmente, para
las tres lineas celulares se observé la misma tenden-
cia al leer por MTT o por resazurina; no obstante,
con este tltimo método se obtuvieron porcentajes
de viabilidad superiores.

Los resultados obtenidos en el segundo ensayo
fueron similares a los anteriormente descritos, la
misma tendencia tanto para los compuestos como
para doxorrubicina HCI. La tendencia de las dos
curvas con relacién al ensayo de doxorrubicina
HClI es la misma, pero los valores son diferentes y
se evidencian en la figura 3 A-C, lo cual demuestra
la reproducibilidad de los resultados.

% de supervivencia

Log Concentracion
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Log Concentracion
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Figura 2. Efecto citotéxico de Doxorrubicina HCI empleando el método de resazurina (O) y el método de
reduccién de MTT (A) sobre cada linea celular. A: HEp-2, B: HT-29 y C: HeLa. A = 0,05y = 1 desviacién tipica.
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Figura 3. Repeticién del efecto citotéxico de doxorrubicina HCI empleando el método de resazurina (O)
y el método de reduccién de MTT (A) en las tres lineas celulares. A: HEp-2, B: HT-29 y C: HeLa. A=0,05

y = 1 desviacién tipica.

Posteriormente, para comprobar la hipétesis de
igualdad de porcentajes de supervivencia obtenida
en los dos métodos, se aplicé la prueba de correla-
cién de Pearson, que indica el grado de correlacién
que existe entre las variables, ademis de la fuerza
con que estdn asociadas, y si ésta relacién es o no
significativa. Los valores de correlacion de Pearson
calculados para cada linea celular mostraron, para
las tres lineas celulares un acercamiento a 1. Esto
indica que los resultados obtenidos por los dos
métodos estin asociados en forma positiva, es decir,
cuando aumenta el porcentaje de supervivencia en
un método, aumenta también en el otro como se
observa en la tabla 3.

Tabla 3. Datos obtenidos de la prueba de correlacién
de Pearson en cada linea celular.

Correlacion de Pearson N P (2 colas)
HEp-2 0,970 18 0,000
HT-29 0,840 18 0,001
Hela 0,860 18 0,000

Asi mismo, al graficar los porcentajes de super-
vivencia obtenidos en ambos métodos, se observd
que el grado de asociacion de las variables para cada
linea celular fue cercano a 0,9; lo que expresa un
ajuste lineal, con una probabilidad menor de 0,001
en los tres modelos. Por lo tanto, las regresiones
son significativas y se evidencian en la figura

4 A-C.
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Figura 4. Correlacién entre MTT y resazurina en la valoracién de citotoxicidad de doxorrubicina HCI
en cada linea celular. A: HEp-2, B: HT-29 y C: Hela.
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DISCUSION

Cabe notar que la mayoria de los métodos co-
munmente empleados en ensayos de citotoxicidad
suelen ser de punto final, mediante sistemas de tin-
cién destructivos. Por esa razén, la implementacién
del método de resazurina es crucial para valorar deta-
lladamente, no sélo el efecto citotéxico de productos
con potencial actividad anticancerigena sobre células
tumorales, sino el comportamiento de las células des-
pués de ser sometidas a un tratamiento traumatico, y
permite complementar los modelos disponibles para
la evaluacién de la actividad citotéxica mediante la
determinacién de la capacidad proliferativa de las
células después de un tratamiento citotdxico.

Después del periodo de tratamiento de 48 horas,
los resultados indican que en ninguna de las lineas
celulares evaluadas, los compuestos causaron dismi-
nucioén significativa en la supervivencia celular, ni
empleando el método de MTT ni el de resazurina;
sin embargo, se hallé que las respuestas de por-
centaje de supervivencia obtenidas a partir de los
dos métodos de valoracién de citotoxicidad fueron
semejantes al evaluar los diferentes compuestos sin-
téticos. En algunos pozos de tratamiento se dio un
efecto citotéxico muy bajo, y en otros se midieron
porcentaje de supervivencias superiores al 100%.
Esto puede ser obedecer a que, al sembrar las placas,
puede existir una minima diferencia en la cantidad
de células dispuestas en cada pozo, y después de
48 horas de incubacién de las células proliferan
magnificando estas diferencias.

Se debe destacar que en varios de los pozos
tratados con los compuestos sintéticos TATU,
urotropina y TATD, se observaron intensidades
de fluorescencia mayores que en los pozos control
de crecimiento. Esto puede relacionarse con el
denominado fenémeno de hérmesis (26), que si
bien se ha descrito para compuestos considerados
como activos y que en muy bajas concentraciones
inducen respuesta de induccién aparente de mayor
proliferacién para diferentes lineas celulares, tam-
bién podria estar ocurriendo en el caso de moléculas
muy poco activas a las concentraciones consideradas
como apropiadas (cercanas a 10 wM), como sucede
en este caso. Sin embargo, como estas diferencias
son menores al 10% no se consideran como un
efecto proliferativo significativo y de igual forma se
concluye que bajo las condiciones experimentales
usadas para los compuestos TATU, urotropina y
TATD, éstos no muestran potencial como anti-
cancerigenos.

Por otro lado, el efecto citotdxico observado
para doxorrubicina HCI en las tres lineas celula-
res tuvo el mismo comportamiento empleando
ambos métodos; sin embargo, los porcentajes de
supervivencia derivados del método de resazurina
fueron notablemente superiores a los obtenidos
con el método de MTT. De igual forma, Hamid y
colaboradores (15), al evaluar doxorrubicina sobre
lalinea celular HepG2 empleando ambos métodos,
encontraron que al valorar el efecto del tratamiento
por 24 horas a 10 uM de doxorrubicina, se observé
un porcentaje de supervivencia menor con el mé-
todo de resazurina.

Aunque en este trabajo el tiempo de tratamien-
to fue de 48 horas, diferente al que establecieron
Hamid y colaboradores (15), las respuestas obte-
nidas al emplear los dos métodos son contrarias
al evaluar la misma concentracién de firmaco, lo
que determina que las respuestas de supervivencia
derivadas de ambos métodos, aunque se asocian
de manera positiva, no son comparables al valorar
el efecto citotoxico de este firmaco, posiblemente
por diferentes mecanismos de accién del agente
antineopldsico sobre las enzimas responsables de
la transformacién de resazurina y del MTT, que
pueden modificar los resultados.

En el presente estudio, los efectos observados
por este medicamento fueron desprendimiento
celular y extensivo dafo celular. Por consiguiente,
se reafirma que para este tipo de estudios existe
un potencial riesgo de sesgar los resultados al usar
un solo método de tincién celular de punto final
cuando se realizan valoraciones de citotoxicidad, lo
cual ha sido anteriormente descrito (27).

Asi mismo, el descenso gradual en la supervi-
vencia celular que mostré6 HEp-2 demuestra que
esta linea es mis sensible a este firmaco usado en
tratamientos para cancer, que otras lineas celulares
evaluadas establecidas previamente (21).

Por otra parte, la reduccién de resazurina se ha
descrito como un método variable segtin la linea
celular valorada. Asi O’Brien y colaboradores (2)
identificaron cémo esto ocurre evaluando CuSO,
adiferentes concentraciones en tres lineas celulares
(hepatocitos de ratén, HepG2, y HeLa), donde el
método de resazurina detect6 una citotoxicidad mis
rapida en las primeras lineas; sin embargo, usando la
linea celular HeLa, el resultado fue contrario. Esto
puede indicar una sensibilidad diferente de esta li-
nea. Por esta raz6n, Nakayama y colaboradores (28)
exponen la importancia de valorar individualmente
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las lineas celulares, ya que cada una posee propieda-
des metabdlicas tinicas que deben ser caracterizadas
para determinar parimetros experimentales tales
como tiempo de incubacién, densidad celular y con-
centracién de compuesto a evaluar para la dptima
conversiéon de formas oxidadas a reducidas de los
métodos a evaluar, como es el caso de la reduccién
de tetrazolio a formazin en el método de MTT, y la
reduccién de resazurina a un producto fluorescente
como la resofurina.

Los resultados obtenidos en este ensayo mues-
tran que ambos métodos, empleados bajo las con-
diciones establecidas, permiten evaluar la citotoxici-
dad de compuestos sobre lineas tumorales de origen
humano, actividad que, segtin la literatura, puede
ser empleada en tamizajes preliminares de sustan-
cias promisorias con potencial citotdxico (2, 15).
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