ENSAYO DE CITOTOXICIDAD EN UN CULTIVO CELULAR
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INTRODUCCION

La viabilidad y la toxicidad celular se pueden determinar en funcion de varios aspectos. La
iIntegridad de la membrana plasmatica, la sintesis de ADN, el contenido de ADN, la actividad
enzimatica, la presencia de ATP y las condiciones de reduccion celular son indicadores conocidos

de la viabilidad celular y la muerte.

Las técnicas para cuantificar la viabilidad, la migracion y la invasion celular presentan el
Inconveniente de que destruyen las celulas durante la prueba.

CYTOTOXICITY ASSAY IN A CELL CULTURE

F + + )
I ciencia

Arenas Cordoba, R.1, Gutiérrez Lopez, M.P.%, Santos Nunez, S.1,

LAlumnas del Master de Especializaciéon en Cultivos Celulares.
2 Profesora Coordinadora del IES La Fuensanta de Cérdoba.

El colorante vital Alamar B
danarlas. El reactivo de via
utiliza en varias lineas celu

modelos 3D avanzados.

Sicilia Zafra, A. G.2.

OBJETIVOS

ue (AB) se puede utilizar para diferentes tipos de células eucariotas sin
pilidad celular Alamar Blue (tambien conocido como resazurina) se
ares humanas, animales y vegetales, bacterias y hongos. Esta prueba
puede aplicarse tanto a células adherentes como a células en suspension, asi como a co-cultivos y

concentracion.

La resazurina es el reactivo basico del AB, que es un compuesto no toxico y permeable a las
células de color azul y practicamente no fluorescente. El ensayo de viabilidad celular de resazurina

es un ensayo fluorescente que detecta la actividad metabdlica mitocondrial de la célula de

modo que la celula viable puede reducir este compuesto.

La resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido) es un colorante azul no fluorescente hasta
gue se reduce irreversiblemente a resorufina fluorescente de color rosado-rojo y altamente
fluorescente, por las enzimas deshidrogenasas en células metabolicamente activas.
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CURSO DE
ESPECIALIZACION EN
CULTIVOS CELULARES

El proposito de este trabajo de investigacion es determinar por un lado la concentracion celular
optima y por otro el tiempo de incubacion adecuado con el reactivo Alamar Blue (AB) para obtener
resultados optimos de la medida de la viabilidad y citotoxicidad en un cultivo de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae).

Una vez determinados la concentracion y tiempo, se pueden realizar estudios de citotoxicidad con
distintos compuestos y concentraciones mediante el ensayo de viabilidad celular con resazurina.

Hemos realizando un ensayo para investigar la actividad metabolica in vitro tras la incubacion del
cultivo celular con distintos compuestos para ver su posible citotoxicidad en funcion de la
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Autoria: Monitoring cell health with alamarBlue and PrestoBlue reagents using the Varioskan LUX Multimode Microplate Reader La prueba AB puede
aplicarse tanto a células adherentes como a células en suspension, asi como a cocultivos y modelos 3D avanzados. © 2018 Thermo Fisher Scientific.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DE CELULAS - DETERMINACION DEL TIEMPO DE INCUBACION OPTIMO CON RESAZURINA

1. Preparacion del inoculo: Se prepara una suspension de levaduras en medio de cultivo con un 2 % de glucosa.

2. Incubacidon y recuento: Tras 2 horas de incubacidon a 28°C se realiza un recuento y % de viabilidad celular con azul tripan en camara de Neubauer.

3. Concentracidon: A partir de la suspension celular se prepara una bateria de tubos de ensayo con concentraciones crecientes de levaduras en un rango de 2.000-500.000 células/ml en

suspension.
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RESULTADOS
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El color es estable a 4°C en ausencia de luz. Se realiz6 otra medida a los 4 dias.
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A cada tubo se anade 10 % del reactivo Alamar Blue y se incuban 28°C en estufa en ausencia de luz.

Tiempo: Se mide a 570 nm y 600 nm a 1 hora, 4 horas, 24 horas, 48 horas.
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Se mide cada tubo a 570 nm y 600 nm. Obtenemos A, - Agyp Para cada muestra. La absorbancia generada a partir del ensayo es proporcional al numero de células vivas en la muestra.
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» Laconcentracion adecuada para el ensayo de viabilidad es la que se encuentre en una zona intermedia de la curva de calibracion, calculamos que entre 2,0y 5,0 x 104 levaduras.
» Los tiempos de incubacidon pueden variar segun las tasas metabdlicas de las lineas celulares, pero en cualquier caso la sensibilidad de |la deteccion aumenta con tiempos de incubacidon mas

argos. Para muestras con menos células, se debe incubar mas tiempo hasta 24 horas. En este ensayo el tiempo de incubacion deseable es de 24 horas o0 mas para el desarrollo del color.

» La forma oxidada (resazurina de color azul) tiene su maximo de absorbancia a 600 nm. La forma reducida (resorufina de color rosa-rojo) tiene su maximo de absorbanciaa 570 nm.

RESULTADOS: VIABILIDAD-CONCENTRACION CELULAR-TIEMPO

RESULTADOS: CITOTOXICIDAD EN CULTIVO

Levaduras A370-A600 ”
(cél/mi) A570 A600 (A 2
corregida)
10 x 103 1,35 1,482 -0,132 .
20 x 103 1,719 1,285 0,434 5
35 x 103 1,72 0,76 0,9 2 |
50 x 103 1,74 0,602 1,138
100 x 103 2,326 0,48 1,846 0,5
200 x 103 2,373 0,409 1,964
500 x 103 2,257 0,244 2,013 0
i % reduccion = EE-L}IE 600 X H:Er-'?l]]—[.r:.'f:lxl' 570 x A600) % 100 ]
(Ered 570 x C600)—(Ered 600xC570) .
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CONCENTRACION DE CELULAS 1,2
- A mitad de la curva de calibracion: 5 x 10% células 1
TIEMPO DE INCUBACION

- Mas de 24 horas

- A mayor tiempo, mas sensibilidad

- Estabilidad a 4°C varios dias en ausencia de luz.
- Se vuelve incoloro 0
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CONCLUSIONES
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v Cantidad de células: es importante que la cantidad de células empleada en el ensayo sea la adecuada. Una concentracion alta o baja

puede causar interferencias y resultados erroneos.

v Relacidn tiempo y sensibilidad: a mayor tiempo de incubaciéon mayor es la sensibilidad de la prueba.
v Tipo celular: para evaluar correctamente la citotoxicidad se debe tener en cuenta el tipo celular, el tipo de crecimiento (adherente o en

suspension), metabolismo, medio de cultivo, etc. En células en suspension puede ser recomendable centrifugar antes de medir.

v Estudio de citotoxicidad: A partir de los datos obtenidos se realizé un ensayo de citotoxicidad con H,O, a distintas concentraciones,

distintos medios de cultivo y con y sin centrifugacion antes de la medida espectrofotométrica.
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Tras obtener los resultados, se realiza
la curva de calibracion que tiene 2
funciones:

« Extrapolar y calcular la
concentracion.

« Ver el rango de linealidad de la
técnica (intervalo que sigue la
proporcion absorbancia-
concentracion).

La concentracion adecuada para el

ensayo de viabilidad es la que se

encuentre en una zona intermedia de
la curva de calibracion.

=t A cOrregida

—— Lineal [Acorregida]

Concentrac. levaduras (cél/ml)

0 200 500

H,0, (mM) | Asz Acoo  |As70-As00
0.8489 0,05 1,75 0,615 1,135
0,2 1,712 0,622 1,09
1 1,62 0,629 0,991
5 1,574 0,638 0,936
10 1,331 0,694 0,637
20 0,887 0,778 0,109
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