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Resumen

La espectroscopia UV-Vis es una herramienta fundamental en el estudio de los efectos bioldgicos de las sustancias
quimicas. Esta, es la herramienta mas utilizada en la evaluacion de los efectos toxicos o proliferativos de las sustancias
quimicas en cultivos celulares, lo que es de amplio interés en los estudios preclinicos para el desarrollo de nuevos
farmacos para tratar el cancer. La espectroscopia UV-Vis es una técnica robusta, facil, econémica y rapida que presenta
maltiples ventajas en la evaluacion de la viabilidad celular in vitro. El presente trabajo expone los fundamentos de la
espectroscopia UV-Vis en el estudio de la viabilidad celular y presenta la evaluacion del efecto de algunas sustancias y
extractos de plantas en la viabilidad de cultivos celulares de cancer de mama.

Palabras clave: espectroscopia UV-Vis, viabilidad celular, MTT

Abstract
UV-Vis spectroscopy is a fundamental tool in the study of the biological effects of chemical substances. This is the
most used tool in the evaluation of the toxic or proliferative effects of chemical substances in cell cultures, which is of
great interest in preclinical studies for the development of new drugs to treat cancer. UV-Vis spectroscopy is a robust,
easy, economic and rapid technique that presents multiple advantages in the evaluation of cell viability in vitro. The
present work exposes the fundamentals of UV-Vis spectroscopy in the study of cell viability and presents the valuation
of the effect of some substances and plant extracts on the viability of breast cancer cell cultures.
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I. INTRODUCCION

La interaccion de la radiacion con la materia es una fuente
importante de informacion sobre las sustancias quimicas. El
estudio de ésta interaccion se realiza a través del empleo de
diferentes técnicas de espectroscopia.
La espectroscopia Optica se basa en la relacion de
frecuencias Bohr-Einstein

AE = Ez — E1 = hv, (1)
que correlaciona los estados energéticos discretos, atdbmicos
o moleculares E;, con la frecuencia de la radiacion
electromagnética v. Donde h es la constante de Planck
(6.626 x 10 J s 0 6.626 x 10?7 erg s).
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Los cambios energéticos también pueden definirse en
funcién de la longitud de onda

AE =E,—E; = hC\7,
donde
v=c/A=ch. 2
La espectroscopia UV-Vis es una técnica de medicion
basada en la absorcién de radiacion UV y/o visible por
parte de las moléculas que componen a una sustancia. Esta
espectroscopia se trabaja en un intervalo de longitud de
onda de 200 a 800 nm, brindando informacion de los
estados energéticos, atbmicos o moleculares, de la muestra
de estudio [1].
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El instrumento empleado para la obtencion de un espectro
UV-Vis recibe el nombre de espectrofotémetro (Figura 1),
estd compuesto por una fuente de radiaciéon UV y visible,
generalmente se utilizan lamparas de deuterio, wolframio
y/o xendn; un monocromador compuesto por un colimador
de entrada, un elemento dispersante y un colimador de
salida, su funcién es seleccionar la longitud de onda que
incidira en la muestra; finalmente uno o més detectores son
encargados de medir la intensidad de la radiacion
proveniente de la muestra, formando un espectro de
absorcion y/o transmision segun se requiera [2].
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FIGURA 1. Estructura general de un espectrofotometro UV-Vis.

Aunqgue la espectroscopia UV-Vis trabaja en un intervalo
estrecho del espectro electromagnético, la informacién que
genera es de suma importancia. Esta es la espectroscopia
mas ampliamente utilizada de manera global. La
espectroscopia UV-Vis ha sido empleada en diversas
aplicaciones en el area bioldgica, esta técnica permite
determinar la concentracion de una solucién mediante la ley
de Beer-Lambert, asi como la absorcion molar y el
coeficiente de extincion [3] pudiéndose cuantificar
proteinas, determinar la actividad enzimética [4] y evaluar
la viabilidad celular [5], entre otras diversas aplicaciones.
El abanico de posibilidades que la espectroscopia UV-Vis
permite para el estudio de las moléculas ha dado lugar a que
se utilice como una herramienta béasica en el estudio y
abordaje de enfermedades de gran impacto social, como el
cancer.

En este sentido, se sabe que el cancer de mama es el
mas comun y el que mayor nimero de muertes causa a
nivel global [6]. A pesar de los avances cientificos y
tecnoldgicos, las terapias actuales para tratar el cancer de
mama no son efectivas para todos los pacientes, por lo que
es fundamental desarrollar nuevas terapias o mejorar las
terapias existentes. En la lucha contra esta enfermedad, la
identificacion o sintesis de moléculas que permitan inducir
la muerte de las células cancerosas es fundamental [7]. Para
el desarrollo de estas moléculas es requerido, en algln
momento, realizar la evaluacion de la viabilidad celular, ya
sea para corroborar que la molécula en cuestion no afecta a
las células sanas o que es capaz de eliminar a las células
tumorales [8]. Para ello se deben obtener resultados
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precisos y confiables de la viabilidad celular in vitro
durante las etapas iniciales de la investigacion, ya que esta
informacién influye directamente en el éxito del candidato
a farmaco para su posterior desarrollo. Estos ensayos deben
ser suficientemente sensibles para detectar pequefias
diferencias en el ndmero de células viables, pero
suficientemente  robustos para generar  resultados
reproducibles bajo las condiciones experimentales
controladas [9].

La viabilidad celular puede ser definida como el nimero
de células sanas en una muestra, los métodos que
cuantifican a la viabilidad de las células in vitro se pueden
dividir en cuatro grupos:

. Ensayos reproductivos: determinan el nimero de células
en un cultivo capaces de formar colonias; son los métodos
maés confiables para evaluar el nimero de células viables,
sin embargo, consumen mucho tiempo y no son practicos
para analizar muchas muestras [10].

. Ensayos de sintesis de ADN: se realizan utilizando
analogos de los nucleétidos, midiendo la incorporacion de
estos en el ADN. Estos ensayos implican el uso de
radionucledtidos o anticuerpos monoclonales, lo que los
hace poco précticos para analizar muchas muestras [10].

. Ensayos de permeabilidad: implican tefiir a las células con
pérdida en la integridad de su membrana, para discriminar
a las células sanas; el método es rapido, econémico y sélo
requiere una pequefia fraccion de la poblacion celular,
pero tiene la desventaja de que la célula puede tener un
dafio irreparable sin perder la integridad de la membrana,
tendiendo a subestimar el nimero de células dafadas [10].

. Ensayos de actividad metabdlica: se realizan agregando
sales de tetrazolio a las células en cultivo. Las células
viables tienen la capacidad de reducir a las sales de
tetrazolio a formazan, mientras que las células con dafio
irreparable, o muertas, pierden esta capacidad. EI
formazan puede ser cuantificado mediante espectroscopia
UV-Vis y los valores de absorbancia pueden ser
correlacionados con la viabiliad celular [10].

El tetrazolio es wuna molécula cuya estructura
corresponde a un anillo formado por cuatro &tomos de
nitrégeno y uno de carbono, este anillo se encuentra unido a
tres sustituyentes. La reduccion del tetrazolio da lugar a la
apertura del anillo y a la generacion de formazéan (Figura 2).
En el esqueleto del formazan existe un enlace de hidrogeno
molecular pseudoaromatico —~NH-N, por tautomerizacion,
que da lugar a un comportamiento mas estable de la
molécula. La absorcion caracteristica del formazan en la
region visible es el resultado de transiciones electronicas z-
= [11].
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FIGURA 2. Reduccidn del tetrazolio a formazan durante la evaluacion de la viabilidad celular mediante el estudio de la actividad metabélica.

En las moléculas orgéanicas, los orbitales moleculares
asociados con los enlaces sencillos se designan como
orbital sigma (o), el doble enlace en una molécula organica
contiene dos tipos de orbitales moleculares, un orbital &
correspondiente a un par de electrones enlazantes y un
orbital molecular pi (z) asociado con el otro par de
electrones. También se pueden encontrat orbitales n
conformados por electrones libres desapareados asociados
con heteroatomos y tienen un caracter no-enlazante. Los
orbitales moleculares o, = y n, estin conformados por la
superposicién de los orbitales atdmicos de los &tomos que
conforman a la molécula; los orbitales ¢ estan conformados
por la combinacién de los orbitales atémicos s y p, y
pueden ser de tipo enlazante () o antienlazante (c*). Los
orbitales © se conforman por la combinacion de orbitales p
de forma perpendicular al eje de enlace y de la misma
manera puede ser de tipo enlazante (1) o antienlazante (1*).
Al absorber energia, los electrones de los orbitales o, 7 y n
pueden pasar a un estado excitado generando transiciones
electrénicas a los niveles energéticos o*, n* (Figura 3) [3].

En las moléculas organicas, los orbitales moleculares
asociados con los enlaces sencillos se designan como
orbital sigma (o), y sus electrones correspondientes,
electrones . El doble enlace en una molécula organica
contiene dos tipos de orbitales moleculares, un orbital ¢
correspondiente a un par de electrones enlazantes y un
orbital molecular pi (z) asociado con el otro par de
electrones. Los orbitales sigma y pi antieenlazantes se
designan por ¢* y 7*, respectivamente.

Ademas de los electrones ¢ y , en muchas moléculas
organicas también se pueden encontrar orbitales n
conformados por electrones libres desapareados asociados
con heterodtomos y tienen un caracter no-enlazante. Los
orbitales moleculares 6, T y n, estdn conformados por la
superposicion de los orbitales atomicos de los atomos que
conforman a la molécula; los orbitales ¢ estan conformados
por la combinacién de los orbitales atémicos s y p, y
pueden ser de tipo enlazante (c) o antienlazante (¢*). Los
orbitales m se conforman por la combinacion de orbitales p
de forma perpendicular al eje de enlace y de la misma
manera puede ser de tipo enlazante () o antienlazante (*).

Al absorber energia, los electrones de los orbitales o, ©
y n pueden pasar a un estado excitado generando
transiciones electronicas a los niveles energéticos ¢*, n*
(Figura 3) [3].
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FIGURA 3. Transiciones electrénicas entre los niveles

energeéticos de los orbitales moleculares.

La mayoria de las aplicaciones de espectroscopia de
absorcién en compuestos organicos, al igual que en el caso
del formazan, se basan en transiciones de electrones n y x al
estado exitado z* dado que la energia requerida para estos
procesos produce picos de absorcion entre 200 y 700 nm;
ambas transiciones requieren la presencia de grupos
funcionales no saturados que aportan los electrones z, estos
centros absorbentes son denominados “cromdforos” [3].

La reduccion del tetrazolio a formazén, por parte de las
células, es catalizada por deshidrogenasas mitocondriales
[12], ademéas de otras enzimas presentes en estructuras
celulares como el reticulo endoplasmico [9], la membrana
plasmatica [12] y los lisosomas [13].

Los ensayos de actividad metabolica son rapidos y
convenientes, debido a que el ensayo completo, desde la
siembra de las células hasta el analisis de los datos, se
realiza en la misma placa [10]; estos ensayos se utilizan
como un indicador del porcentaje de células viables, donde
la intensidad de la sefial generada serd proporcional al
nimero de células viables que se encuentran presentes
después de ser aplicado el tratamiento respectivo [8].

Estos ensayos utilizan una variedad de compuestos de
tetrazolio para detectar células viables, los compuestos
comunmente utilizados se dividen en dos categorias, en la
primera se considera al MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio), compuesto con caraga positiva que
penetra con facilidad a las células viables; en la segunda
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categoria se incluyen el MTS, XTT y WST-1, compuestos
con carga negativa que no penetran facilmente a las células,
por lo que requieren un aceptor de electrones intermedio
que penetra a la célula viable, se reduce y sale para
convertir el tetrazolio en formazan [8].

El ensayo MTT se ha convertido en el estandar de oro
para la evaluacion de la viabiliad celular, para su aplicacion
este es disuelto en buffer de fosfatos salino (PBS) y
adicionado a las células en evaluacion en concentracion de
0.2 a 0.5 mg/mL. EI MTT se incuba con las células por un
periodo de 1 a 4 h. Las células viables con actividad
metabolica convierten al MTT (de color amarillo) a
formazan, el cual debe ser solubilizado con un disolvente
organico como el dimetilsulféxido (DMSO) y presenta un
color morado, con una absorbancia méaxima cercana a 570
nm. La intensidad de la sefial generada es dependiente de
varios parametros como: la concentracion de las sales de
formazan, el tiempo de incubacion, el nimero de células
viables y la actividad metabdlica celular. Todos estos
parametros deben ser considerados para optimizar las
condiciones del ensayo [8].

Se recomienda que cada ensayo tenga su propio control
interno para disminuir la variabilidad por pardmetros como
la concentracién de la sal de tetrazolio y el tiempo de
incubacion; ademas, el efecto de los distintos compuestos a
evaluar debera ser probado, para todas las concentraciones,
en la misma linea celular, para que la actividad metabélica
sea la misma. Cada pozo debera contener el mismo nimero
de células, a fin de que los cambios en la intensidad del
color medidos por espectroscopia sean originados
exclusivamente por los cambios en el nimero de células
viables, inducidos por las diferentes concentraciones del
compuesto que se estd evaluando. Se deben de tener en
cuenta variables como las potenciales interferencias con la
reduccion del MTT, la linealidad, la sensibilidad y la
reproducibilidad de los ensayos [9].

Dentro de las ventajas atribuidas al ensayo MTT se
encuentra que es bastante adecuado para el cribado de una
gran cantidad de compuestos por la sencillez de la técnica 'y
la capacidad de miniaturizacion. Mientras que algunas
desventajas se refieren al hecho de que la conversion del
sustrato a formazan depende de la tasa metabdlica y del
nimero de mitocondrias viables en la célula, asi como al
hecho de que son requeridos varios pasos intermedios antes
de la lectura de la absorbancia [9].

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Obtencidén de los espectros de absorcion del MTT y
del formazéan

Se prepar6 una solucién de MTT en PBS (pH 7.4) a una
concentracion de 0.8 mg/mL y se obtuvo su espectro UV-
Vis en un intervalo de 300 a 800 nm, el espectro del PBS
también fue obtenido en el mismo intervalo.

Posteriormente, 7000 células/pozo de la linea celular de
cancer de mama MDA-MB-231 fueron sembradas en placas
de 96 pozos en un volumen total de 100 pL de medio
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DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino. Las
células fueron incubadas durante 24 h a 37 °C, en ambiente
himedo con 5% de CO- para permitir la adherencia de las
células a la superficie de la placa. Transcurrido el tiempo de
incubacioén, se adicionaron 20 pL de una solucién de MTT
en PBS (5 mg/mL) a cada pozo y se incub0 la placa durante
1.5 h a 37 °C en oscuridad. Cumplido el tiempo de
incubacion, se retird el medio de cultivo por decantacion y
se adicionaron 100 pL de DMSO para solubilizar a los
cristales de formazan generados. La placa fue agitada para
disolver adecuadamente los cristales de formazan y
posteriormente se realiz6 la lectura de la absorbancia
obteniendo el espectro UV-Vis en el intervalo de 300 a 800
nm. Este mismo procedimiento fue realizado en una placa
sin células, a fin de obtener el espectro UV-Vis del MTT al
interactuar con el medio de cultivo, sin la actividad
metabolica de las células.

B. Evaluacion de la viabilidad de células de cancer de
mama expuestas a diferentes tratamientos

A continuacién, esta metodologia fue utilizada para evaluar
la viabilidad de células de cancer de mama (MDA-MB-
231) expuestas al efecto de dos extractos crudos de muicle
(Justicia spicigera Schult.), ambos obtenidos mediante
extraccion asistida por ultrasonido (25 kHz, 30 min); el
primer extracto fue obtenido con un disolvente de alta
polaridad (agua) y el segundo con un disolvente de baja
polaridad (éter de petroleo).

Los dos extractos fueron probados a cuatro
concentraciones distintas (15, 30, 45 y 60 ug/mL) diluidas
en DMSO al 0.2% v/v, con el propésito de calcular la
concentracion que se requiere para inhibir la viabilidad en
el 50% de la poblacién celular (Clso) [14]. En el ensayo
también se utilizaron cuatro controles; el primero fue un
control positivo: células tratadas con 0.25 pg/mL de
paclitaxel, que sirve para corroborar que la viabilidad de la
linea celular es disminuida por un agente externo; el
segundo fue un control negativo: células sin ningdn tipo de
tratamiento, para conocer la viabilidad de las células en
condiciones normales; el tercero fue un placebo: células
tratadas con DMSO al 0.2% v/v, que sirve para evaluar el
posible efecto que pudiera tener el compuesto que se utilizé
para disolver los diferentes extractos; y el cuarto fue el
medio de cultivo sélo, que se utiliz6 para restar la
absorbancia del residuo de medio de cultivo que queda en
el fondo de la placa al decantarse antes de realizar la
lectura.

Se realizaron seis réplicas de cada una de las
condiciones para corroborar la reproducibilidad de los
resultados y la baja variabilidad en el desarrollo de la
técnica. Las condiciones también fueron probadas a dos
tiempos de exposicion (24 y 72 h), para evaluar el posible
efecto que tiene el tiempo de exposicion a los extractos en
la viabilidad celular.

Los diferentes tratamientos para cada tiempo de exposicion
(24 y 72 h) se realizaron en la misma placa y con la misma
linea celular para minimizar la variabilidad por pardmetros
como la concentracion del tetrazolio, el tiempo de
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incubacién y la actividad metabdlica. Después de cumplir
su respectivo tiempo de incubacion, se adicioné el MTT a
los pozos, las placas se incubaron durante 1.5 h, se decant6
el medio de cultivo y se adicionaron 100 pL de DMSO a
cada pozo. Finalmente, se obtuvo la absorbancia a 570 nm,
mediante espectroscopia UV-Vis. Para cada uno de los
tiempos de incubacién de las células con los extractos, el
calculo de la viabilidad celular se realizé de la siguiente
manera:

1. Se obtuvieron el promedio y la desviacion estandar de la
absorbancia para cada una de las condiciones evaluadas.

2. El promedio de la absorbancia del control con medio de
cultivo solo (sin células), se rest6 al promedio de la
absorbancia de las demés condiciones evaluadas.

3. Los valores resultantes fueron comparados contra el
control negativo (células sin tratamiento) que representa
el 100% de la viabilidad. El porcentaje de células
viables para cada condicién se determind mediante la
siguiente ecuacion:

Viabilidad (%) Absorbancia de la condicion evaluada 100
fabilidad (%) = Absorbancia del control negativo X

®3)

Posteriormente se realiz6 el calculo de la Clsp mediante una
regresién no lineal entre el porcentaje de células viables y
el logaritmo de la concentracion de los extractos (ug/mL),
los extractos con una Clso<30 ug/mL fueron considerados
con actividad citotdxica [15].

I11. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Espectros de absorcion del MTT y del formazan

El espectro del MTT disuelto en PBS gener6 una banda con
un maximo de absorcion en 380 nm (Figura 4). Esta banda

no fue observada en el espectro obtenido para el disolvente
utilizado (PBS).

MTT + PBS
longitud de onda maxima
380 nm PBS
. = =MTT + PBS
')
4 |}
\\ / \
—_~ ' \
CAR
s \
2 \
\
]
.- ‘
g ‘
2 '
—
S \ no absorbena 570 nm
= \
-« \
\
\
o D — e ———

560 660
Longitud de onda (nm)

300 400

FIGURA 4. Espectros UV-Vis del MTT disuelto en PBS y del
disolvente PBS s6lo.
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Al estudiar la reduccion enzimatica del MTT por parte de
las células MDA-MB-231 (Figura 5) se observo una
segunda banda entre 500 y 600 nm, con un maximo de
absorcién cercano a los 550 nm, esta banda corresponde al
formazan generado por la actividad metabolica de las
células. EI MTT incubado sin células también generd
absorcién entre 500 y 600 nm pero con una intensidad
menor. Esta absorcién se debe al rojo de fenol [16] presente
en el medio de cultivo, el cual deja residuos en los pozos de
la placa tras ser decantado.

= =MTT incubado con células viables
==MTT incubado sin células

———

Formazan
longitud de onda méaxima
~550 nm

-

\
\
\

Absorbancia (U.A.)

300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

700 800

FIGURA 5. Espectros UV-Vis del MTT incubado por 90 min con
céluas viables e incubado el mismo tiempo sin células.

B. Evaluacion de la viabilidad de células de cancer de
mama expuestas a diferentes tratamientos

Al evaluar la viabilidad de las células de cancer de mama
expuestas a los dos extractos crudos de muicle (Figura 6),
se observo un ligero incremento para las células expuestas
al extracto obtenido en agua, particularmente a 72 h de
exposicion con 60 pg/mL; por otro lado, el extracto
obtenido en éter de petroleo causé el efecto contrario,
mostrando una disminucion en la viabilidad celular para
todas las dosis evaluadas, desde las 24 h de exposicion,
alcanzando nula viabilidad celular (0%) con 60 pg/mL a 72
h. Ambos efectos, tanto el incremento, como la disminucion
de la viabilidad celular, inducidos por los extractos, fueron
dependientes de la dosis y del tiempo de exposicion. La
Clso para el extracto en éter de petroleo a 24 h fue de 51.6
pg/mL, con una R? de 0.964 para la recta de ajuste; a 72 h
se obtuvo una Clso de 26 pg/mL, con una R? de 0.9582 para
la recta de ajuste. El extracto en éter de petroleo se
considero citotdxico.
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FIGURA 6. Ensayo de viabilidad en células de cancer de mama (MDA-MB-231) con los extractos obtenidas con agua y éter de petréleo de

muicle, después de 24 y 72 h de exposicion.

IV. CONCLUSIONES

La espectroscopia UV Vis es una metodologia confiable y
robusta en la evaluacién de la viabilidad de las células por
efecto del MTT, que funciona como un compuesto
croméforo tras su reduccion por enzimas activas
intracelulares.

El MTT disuelto en PBS no absorbe en el visible por
encima de los 500 nm, mientras que tras su conversion a
formazan genera una banda de absorcion caracteristica
entre los 500 y 600 nm originada por transiciones
electronicas z- n*.

Con los porcentajes de viabilidad obtenidos se calcul6 la
Clso para el extracto en éter de petroleo, determinéndose
que este extracto es citotéxico y probablemente, las
moléculas presentes en la mezcla, podrian ser candidatos a
farmacos para el tratamiento del cancer de mama. El ensayo
MTT constituye una evaluacion inicial clave en el
desarrollo y la identificacion de moléculas para tratar al
cancer.
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