GUIA DE LABORATORIO

ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO

Autora: Martha Lucia Ruiz Benitez

Programa académico: Quimica y Farmacia

Agosto 2020

Universidad Simon Bolivar



Pag. 1de 5

g/m! é;!:a‘ PRACTICAN7
G ESTUDIOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO recta vgence

1.INTRODUCCION

En el area de la ciencia, los estudios para la determinacion bioldgica de compuestos,
sustancias o extractos son de gran importancia debido a que inicialmente éstos deben ser
probados en células (fuera del organismo) para determinar su potencial terapéutico
respectivo. Estos estudios son llamados estudios in vitro en donde hace referencia a
ensayos realizado ya sea en tubos de ensayo, placas de Petri, etc, que cumplen con ciertas
caracteristicas como la similitud de condiciones como temperatura, nutrientes, o el
ambiente mas propicio y proximo a las condiciones brindadas en el cuerpo humano.
Actualmente los estudios in vitro son los mayormente empleados de forma inicial para
probar la eficacia y toxicidad de los compuestos que si éstos son eficaces en su fase inicial,
éstos compuestos pasaran para la proxima etapa que son los estudios in vivo (pre-clinicos),
en donde estos estudios in vivo consisten en probar el “farmaco” o molécula de interés en
modelos animales para comprobar su eficacia, ruta de metabolizacion del “farmaco”,
comparando siempre los animales simulando una enfermad versus animales sanos para
determinar y comparar su eficacia, en donde finalmente acabada esta fase con éxito
seguiran con estudios clinicos donde sera aplicado el “farmaco” a la poblacion.

2. OBJETIVOS

% Determinar la finalidad de los estudios de actividad biologica in vitro mediante la
implementacion de los cultivos celulares en lineas tumorales.

% Conocer la metodologia de evaluacion de la actividad citotoxica in vitro de extractos
vegetales sobre lineas celulares mediante el ensayo colorimétrico de reduccion de
MTT.

% Conocer el fundamento y evaluacion de la apoptosis presente en lineas celulares a
través de la citometria de flujo.

3. MATERIALES Y EQUIPOS

% Placa de 96 pozos
% Placa de 12 pozos
% Pipetas

%+ Frascos de cultivo
%+ Medios de cultivo
< SFB

% Antibioticos

< MTT
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% DMSO

% Kit de apoptosis
¢ Incubadora

% Microscopio

% Citometro de flujo

4. PROCEDIMIENTO

Los estudios bioldgicos son muy importantes ya que en estos estudios se determina el
mecanismo de accion de un principio activo (fitoquimico) o farmaco sobre las células de
interés (Figura 1). Inicialmente para verificar si un extracto de interés presenta un
potencial terapéutico, ya sea con actividad antimicrobiana, antifingica, antiviral y
anticancerigena, es esencial iniciar con estudios in vitro, en donde se emplean células que
se encuentran en crecimiento fuera del cuerpo que posteriormente a éste, debe
continuarse con los estudios in vivo que aqui es donde se emplean modelos animales como
en el caso del uso de ratones, ratas, conejos, chimpancés y finalmente, y de acuerdo a la
eficacia y éxito de las pruebas anteriormente probadas en los anteriores modelos, ya que
pasan a la realizacion de estudios en humanos.

Apoptosis

&

Inflamacion g

7
-

/ Ciclocelular

— "f/ v>\

Expresion gemca ; ;

'
-

e
Mecanismos de accién Proliferacion
de fitoquimicos y supervivencia

Estado metabdlico

Estado redox

Figura 1. Actividad bioldgica in vitro de fitoquimicos
Fuente de imagen: https://www.ictan.csic.es/investigacion/grupos-de-
investigacion/metabolismo-y-bioactividad-de-fitoquimicos-biocell/
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-Cultivo celular de lineas tumorales

Las diferentes lineas cancerigenas generalmente son obtenidas de ATCC (American Type
Culture Collection) y estas células son crecidas en frascos de cultivo con diferentes médios
de cultivo como RPMI, DMEM, entre otros, junto con suero fetal bovino (SFB) y antibidticos,
y seran mantenidas en uma atmosfera controlada, a 37°C, 95% de humedad y 5% de CO; en
incubadora.

-Determinacion de citotoxicidad (MTT)

Para la evaluacion de citotoxicidad celular y viabilidad celular es realizado el test
colorimétrico de MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) donde
inicialmente las células son plaqueadas en una placa de 96 pozos a una densidad de 1 x 10°
(100uL/pozo) por 24 horas. Seguidamente a ese tempo, se colocan los extractos a testar a
diferentes concentraciones, ejemplo: 1 pM, 5 pM, 15 pM, 25 pM, 50 pM e 100 pM en
diferentes pozos por 24 y 48 horas (se hace por triplicado). Posteriormente, las muestras son
tratadas con el reactivo MTT (1mg/mL) durante 3 horas a 37°C y seran adicionados 100 pl de
DMSO en cada pozo por 15 minutos a 150 rpm en el shaker para observar el cambio de color
de amarillo a purpura produto del metabolismo de las enzimas deshidrogenasas
mitocondriales de las células viables (Figura 2). Finalmente, las absorbancias son leidas en
un lector de microplacas (492 nm) y el ICso (concentracion pg/mL, que inhibe 50% del
crecimiento celular) sera determinada con la siguiente formula: crecimiento inhibitorio: (1-
Abs492 células tratadas / Abs492 células control) x 100%.
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Figura 2. Fundamento de estudios de viabilidad celular (prueba de MTT)
Fuente de imagen: https://www.eurofins.de/medizinprodukte-pruefungen/validierte-

methoden/mtt-test/ y https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/roche/cell-proliferation-kit-i-mtt.html


https://www.eurofins.de/medizinprodukte-pruefungen/validierte-methoden/mtt-test/
https://www.eurofins.de/medizinprodukte-pruefungen/validierte-methoden/mtt-test/
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-Ensayo de apoptosis por citometria de flujo

Las lineas tumorales se plaquearan a una densidad de 10° células/pozo en placas de 12
pozos y seran incubadas con las concentraciones que alcanzaron el ICso en el ensayo de
MTT. Para el estudio de apoptosis sera usado el kit de Guava Nexin (Guava Technologies),
donde las células se incubaran con 100 pl del reactivo Guava Nexin a oscuro y a
temperatura ambiente por 20 minutos y posteriormente las muestras seran leidas en el
citometro de flujo (Muse™ Cell Analyzer, Merck Millipore Corporation). La interpretacion
del ensayo de apoptosis se lleva a cabo de la siguiente manera: Las células anexin V-
negativas y 7-AAD-positivas indicaran la presencia de detritos nucleares; anexin V-positivas
y 7-AAD-positivas indicaran presencia de células en apoptosis tardia; anexin V-negativas
y 7-AAD-negativas indicaran células saludables, y anexin V-positivas Yy 7-AAD-negativas
indicaran células en apoptosis inicial.
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PREGUNTAS

. Investiga qué estudios son realizados para determinar la actividad antibacteriana de

extractos o de un principio activo.

. Como se evalla (in vitro o in vivo) la actividad antiviral de un compuesto obtenido

de fuentes vegetales.

. Explique con sus palabras las diferencias entre estudios in vitro, in vivo, ex vivo e in

silico.

Explique qué etapas deben ser seguidas para que un farmaco finalmente sea
comercializado y suministrado en pacientes.




