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Teécnica de Tinta China en células adherentes en cultivo
China ink in adherents ceil in culture
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Resumen

Objetivo. Implementar la utilizacién de Tinta China como alternativa para visualizar, cambios a nivel
de matriz y pared celular, en células vivas adheridas en cultivo, antes y después de la exposicién a una
sustancia toxica. Métodos. Se implementd la Tinta China, como técnica de contraste en microscopia
optica, comparando la nitidez observada (adecuada apreciacién del borde de las estructuras) entre
frascos de cultivo de células troncales de médula sea de rata (CTMO) expuestos al glicoalcaloide téxico
a-solanina. Las diferencias de nitidez se compararon entre los diversos tratamientos, con test exacto de
Fisher. Resultados. La tincién con Tinta China permiti6 identificar con nitidez los cambios fenotipicos
celulares anormales, secundarios a la exposicién del citotéxico en células adherentes en cultivo (p
<0.0001). Conclusiones. La Tinta China es til en la visualizacién nitida de las células CTMO y de los
efectos producidos por el glicoalcaloide a-solanina en células adheridas en cultivo. Es un método sencillo
que aporta al entendimiento del efecto que diversas sustancias producen en las CTMO en cultivo.

Palabras clave

Tinta China, solanina, células madre, In Vitro Imagen Optica

Abstract

Objective. To implement the use of China ink, as an alternative technique, to display morphological
changes in cellular wall and cellular matrix in adherent living cells in culture flask, before and after
exposure to a toxic substance. Methods. China Ink was implemented as a contrast technique in optical
microscopy, by comparing observed sharpness (proper appreciation of edge structures) from cultures of
bone marrow stem cells (CTMO) exposed to the toxic glycoalkaloid a-solanine. The sharpness differences
were compared among the diverse treatments with Fisher’s exact test. Results. China Ink staining clearly
helps to identify abnormal phenotypic changes, secondary to cytotoxic exposure in adherent cells in
culture (p <0.0001). Conclusions. China Ink is useful in clearly displaying the CTMO cells and the
effects of the o-solanine glycoalkaloid in adherent cells in culture. It is a simple method that contributes
to the understanding of the effect of various substances on CTMO in culture.
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Introduccion

La citotoxicidad es un pardmetro bioldgico que se
define como una alteracién de las funciones celulares
bésicas que conlleva a un dano fenotipico. El andlisis
de citotoxicidad es de uso corriente en el laboratorio,
debido a la facilidad de su medicién y por el em-
pleo de pardmetros de clasificacién de uso comiin,
como la relacién dosis dependiente de Paracelso,
que permiten diferenciar si el compuesto quimico
al que se exponen las células, se puede catalogar
como téxico o como medicamento. Lo cual, casi
siempre depende de si la sustancia a concentraciones
bajas, modula acciones fisiolégicas, mientras que, a
concentraciones mds altas, genera efectos tdxicos,
incluyendo apoptosis y dafos en la membrana (1).

Las células de mamifero en cultivo, después
de interactuar con una toxina y de manera
independiente del mecanismo de reaccién a la
noxa, sufren una serie de cambios estructurales
y morfoldégicos dristicos, que conducen entre
otros, a la pérdida de integridad de la membrana
(2). Estos cambios, asi como la viabilidad celular,
pueden ser evaluados mediante ensayos de
absorcién de colorantes, tales como el azul de
tripdn, que traspasa las membranas alteradas y tifie
solamente las células muertas (3) y otros, como
el rojo neutro, que se acumula en los lisosomas
de las células vivas (4). Sin embargo, al igual que
los ensayos fluorescentes, estos métodos al ser
invasivos, siempre afectan la viabilidad celular.

La integridad de la membrana, luego de la
exposicién téxica, también se puede evaluar
mediante ensayos de liberacién de enzimas,
como por ejemplo la medicién de LDH (lactato
deshidrogenasa), la medicién de adenilato quinasa
(5) ola cuantificacién de GAPDH (deshidrogenasa
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) (6). Sin
embargo, estos ensayos tienen limitaciones, que
incluyen, ademds del alto costo, la adicién multiple
y repetitiva de reactivos, baja sensibilidad, bajo

rendimiento, mala linealidad y la necesidad de
lavados e intercambios de medio de cultivo (7).

De otra parte, las técnicas antes mencionadas,
hacen referencia a tincién de células en suspension,
las cuales se pueden complementar con métodos
simples para mejorar la nitidez de la observacién,
tales como la adaptacién de microscopia de
contraste de fase, asi como la coloracién directa
de las preparaciones (8, 9). Sin embargo, no se
evidencia en la literatura referencias a la aplicacién
directa de colorantes (tinciones no invasivas), en
células adherentes en cultivo, con el objetivo de
determinar los cambios morfoldgicos posteriores
a la exposicién de alguna sustancia en particular.

Teniendo en cuenta la necesidad de incluir estudios
de citotoxicidad en cultivos, para el desarrollo de
diversos andlisis, tales como los efectos celulares
de nuevos firmacos o el estudio de sustancias con
potencial citotéxico (10), es preciso implementar
nuevas técnicas asequibles o incluso modificaciones
de métodos comunes, con el objetivo de lograr una
cualificacién y cuantificacién nitida y sencilla de
los cambios celulares posteriores a la exposicién
a diversas sustancias. En el presente articulo se
propone validar a la tincién con tinta China,
como un modelo de técnica asequible y rdpida que
permite observar de manera nitida caracteristicas
celulares iniciales y cambios posteriores de estas,
logrando mejor desempefio que la observacién
directa de células adheridas con microscopia
invertida. La tinta China, es la base de la tincién
negativa en microscopia dptica y permite contrastar
las muestras mediante una sustancia opaca a los
fotones, que aumenta el contraste con el medio
externo, es decir, que tifie el fondo y resalta las
células que quedan sin color, de tal modo que es
una tincién no invasiva; es un método rdpido y
econémico que no requiere una etapa de hidrélisis
en la preparacién y que ademds, muestra una buena
correlacién con técnicas costosas que consumen
mads tiempo (11).



Materiales y Métodos

Con el objetivo de describir el procedimiento para
implementar la Tinta China como método directo
de visualizacién de los cambios morfoldégicos
de células adherentes en cultivo, luego de la
exposicién a una sustancia citotéxica, se describe
el modelo experimental empleado in vitro para
valorar la toxicidad del compuesto quimico.

Cultivo celular

El cultivo celular del modelo se realiz6 con CTMO
(Células troncales de medula ésea de ratas Lewis),
células indiferenciadas, adherentes, que crecen en una
monacapa caracteristica. Las células fueron extraidas,
cultivadas y fenotipificadas con citometria de flujo
como CD45- CD45+, CD29+, CD90+, CD71+ y
CD106+, de acuerdo a los protocolos estandarizados
del CIO (Centro de Investigaciones Odontoldgicas)
de la Pontificia Universidad Javeriana (12).

Las CTMO provenientes de cultivos primarios,
fueron distribuidas en 4 frascos de cultivo celular
de 25cm? de cuello inclinado. Cuando cubrieron el
90% de la superficie de crecimiento (confluencia)
y antes de que su multiplicacién fuera inhibida al
hacer contacto entre si (quiescencia), se procedié
a cuantificar las células, por conteo directo en
camara de Newbawer, estableciendo un conteo de
2.000.000 células / frasco.

Agente citotoxico

Como agente citotdxico se utilizd la a-solanina (Sola-
tunin; a-Solanine), (C45H73NO15). Glicoalcaloide
trisacrido constituido por glucosa, galactosa, ramnosa,
y un anillo de solanidina, adquirido comercialmente
con una pureza >95%, segtin (Referencia sc-252340
Santa Cruz Biotecnology). La a-solanina es insoluble
en agua, cloroformo y éter, por lo que fue solubilizada
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utilizando NaCl al 0.45%, CH3COOH al 0.25%, y
DMSO (Dimetilsulfoxido) al 0.2% segtin protocolo
reportado por Ming-Kun (13).

Cada uno de los frascos de cultivo fue marcado
segun el tratamiento, asi: frasco 1/ ensayo A (sin
solanina - sin tinta China), Frasco 2 / ensayo B
(sin solanina - con tinta China), Frasco 3 / ensayo
C (con solanina - sin tinta China) y Frasco 4 /
ensayo D (con solanina-con tinta China).

Dos frascos de cultivo de células CMTO, fueron
mantenidos durante 24 horas a 37°C y 5% de
CO2, sin exposicion al glicoalcaloide (ensayos
A y B) y fueron tratados como grupo control
de solanina. Los otros dos frascos de cultivo se
expusieron durante 24 horas a una concentracién
de 4 pM de a-solanina con las mismas condiciones
de temperatura y CO2 (ensayos C y D). Todos los
tratamientos fueron realizados por duplicado.

Tincion con Tinta China

Dos de los frascos de cultivo (ensayos B y D)
fueron tefiidos directamente con 30 pl de Tinta
China cada uno. La Tinta China utilizada fue tinta
acuosa libre de aceite y de secado rdpido, Pelikan
#17 Schwarz Black (ref. 70306 4340503), filtrada
antes de su utilizacién en papel filtro Whatman
#2125 mm@ (cat No.1002-125).

Se realizaron movimientos circulares suaves a los
frascos hasta obtener un color homogéneo. Después
de 3 minutos, tiempo considerado necesario para
permitir el contraste, se extrajo, con una pipeta
Pasteur, el medio de cultivo coloreado en su tota-
lidad. Al mismo tiempo, se hizo la depuracién de
las células no adheridas. Las células adheridas a los
frascos se lavaron 2 veces con 1 ml de Buffer fosfato
salino (PBS) cada una, con el objeto de eliminar el
exceso de medio y de tinta.
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El exceso de PBS se eliminé haciendo movimientos
fuertes de los frascos de cultivo con la boca de estos
hacia abajo, se dejaron sin tapa y en reposo por
2 minutos, permitiendo que se secara cualquier
exceso de liquido alrededor de las células.

Microscopia invertida

Se realizé la observacidn directa en lo frascos de cul-
tivo utilizando microscopia Sptica invertida (40X)
y se procedi6 al conteo manual de 200 células por
frasco de cultivo.

Se enfatizé en la descripcién de las células de
acuerdo con la nitidez observada y a la facilidad
de conteo de las células, luego de la exposicion al
citotéxico y a la tincién con Tinta China.

Se comparé la nitidez observada (adecuada
apreciacion del borde de las estructuras) entre
los grupos de células con y sin Tinta China. Se
obtuvieron las frecuencias relativas de células
observadas con nitidez y sin nitidez en cada
uno de los grupos y se compararon las propor-
ciones, con test exacto de Fisher, considerando
una diferencia estadisticamente significativa
con una p >0.05.

Fijacion

Una vez observadas y cuantificadas, las células fue-
ron fijadas con una solucién de para formaldehido
al 0,4% (14) logrando una exitosa preservacién de
las células y de los cultivos.

Resultados

La mejoria en la nitidez, posterior a la tincién con
tinta China, hizo evidentes las diferencias cualitati-
vas de las células antes y después de la exposicién al
glicoalcaloide. La tinta hizo visibles caracteristicas
celulares no observadas en el grupo sin tenir, como
bordes regulares, distribucién caracteristica de

pigmento citoplasmdtico, caracteristicas fibroblas-
toides clasicas y diferencias claras entre la forma y
tamano de sus prolongaciones, asi como también
hizo evidentes conformaciones morfolégicas de
diferentes niimeros de células

La Tinta China permitié detallar cada una de
las células hasta el punto de poder observar dife-
rencias claras en la condensacién citoplasmadtica,
evidenciar cambios morfolégicos secundarios a la
retraccién del citoplasma, asi como una disminu-
cién del tamano celular y la presencia de espiculas
o prolongaciones de mayor longitud.

Las diferencias en nitidez fueron evidentes entre los
frascos tenidos y los no tefiidos con Tinta China (Fig. 1)

Se observaron bordes marcados, definidos y niti-
dos, que permitieron una caracterizacién celular
adecuada y una fécil cuantificacién (Fig. 1 By D).
Mientras que la evaluacién directa de las células
en monocapa, por medio de la microscopia in-
vertida, no permitié una visualizacién nitida de
las caracteristicas fenotipicas de las células en los
ensayos A y C, lo que ocasiond problemas en la
definicién de las membranas y dificulté la cuanti-

ficacién de las células. (Fig. 1 Ay C).

(A) Resultado de observacién directa de CTMO
no expuestas a -solanina sin Tinta China. d: se
aprecian células poco definidas y heterogéneas
en su apariencia, células alargadas parecidas a
fibroblastos. t: células redondeadas y células apla-
nadas con estructuras translucidas interferentes.
(B) Detalle de células no expuestas a a-solanina,
visualizadas con Tinta China, en donde se observa
mayor definicién de las membranas y aumento
de la nitidez en pigmento intracelular marcado
(Flechas m e i) con mayor intensidad en dreas ad-
yacentes a las membranas celulares. (C) CTMO
expuestas a 0-solanina (4 pM), sin Tinta China e:
células con alargamientos en forma de espiculas
poco definidas. p: baja definicién intracelular de
zonas pigmentas. (D) Células expuestas a a-sola-



nina (4 uM), con Tinta China. n: Se aprecia la
mejora de la nitidez en la mejor visualizacién de
forma, estructura celular y de los alargamientos
tipo espicula. h: presencia de halo refringente
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circundante que podria deberse a condensacién
de la cromatina y alteraciones de membrana que
eventualmente estarfan relacionados con el grado
de dano ocasionado por la sustancia citotéxica.

Figura 1. Células troncales de medula 6sea de rata en cultivo primario de 24 horas adheridas al medio de cultivo y observadas en
microscopio invertido a 60X.

Después de la exposicién al glicoalcaloide, se
encontraron diferencias marcadas entre el grupo
tefiido con Tinta China y el grupo sin tefir. En
el ensayo C, se observan algunas diferencias con
las células no expuestas al citotdxico, sin embargo,
estos cambios son poco claros y sin definicién.
Mientras que en el ensayo D que fue tenido con
Tinta China, se alcanzé total nitidez en la obser-
vacién y mayor certeza en el conteo, confirmando
de una manera cualitativa, el efecto téxico de la
sustancia sobre las células. Estos ensayos también
permitieron establecer que el tiempo de inicio
del efecto téxico del glicoalcaloide, representado

por cambios morfoldgicos y agrupamiento celular
(Fig. 2) es de 12 horas luego de la exposicién.

Al ser esta una tincién negativa, las zonas mds
oscuras son las zonas menos condensadas. (a)
Célula viva, adherida al frasco de cultivo con
bordes regulares y pigmento localizado de forma
caracteristica en citoplasma y nucleo. (b, ¢ y d):
alargamientos en forma de espiculas, con diferen-
tes grados de alargamiento. (e y f): agrupamiento
celular en forma de rosetas, compuestas por cinco
células agrupadas (e) y tres células (f), apifadas
con bordes definidos que permiten su ficil conteo.
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Otros detalles intracelulares visibles con esta téc-
nica, (g): membrana plasmatica, linea tenida que
delimita la célula y el medio externo (h): citoplas-
ma celular, zona tefida, oscura no uniforme, que

permite evidenciar la presencia de organelos. (i):
nucleo, forma dnica circular no tefiida dentro del
citoplasma. (k): nucléolo, estructura puntiforme
de color oscuro, contenida en el nticleo.

Figura 2. CTMO adheridas a cultivo posteriores a la exposicién durante 12 horas a a-solanina (4 pM) coloreadas con Tinta
China visualizadas con aumento de 60X.

De las 400 células observadas en el grupo sin
Tinta China (ensayos A y C) se observaron con
nitidez 147 células (37%). En los frascos tenidos
con Tinta China (ensayos B y D) todas las células
(100%) se apreciaron nitidas y ficilmente identi-

ficables (p <0.0001)

La tincién con Tinta China permitié evidenciar
los cambios fenotipicos posteriores a la exposicién
al glicoalcaloide y asi establecer con certeza, una
relacién entre el efecto del glicoalcaloide y los
cambios en la morfologia de este tipo de células
directamente en cultivo.

Discusion

De acuerdo con Kunjappu (15), la Tinta China
es un sistema complejo de tipo coloidal basado en
particulas de pigmento finas de carbdn, dispersas
en un disolvente acuoso u orgdnico. La tinta tiene
ingredientes que incluyen modificadores de pH,
humectantes para retardar el secado prematuro,
resinas poliméricas para impartir propiedades de
unién, agentes antiespumantes para regular la
eficiencia, agentes tensoactivos para controlar las
propiedades de superficie y espesantes y biocidas
que inhiben el crecimiento de hongos y bacterias.



La Tinta China ha tenido diversos usos que in-
cluyen desde la caligrafia, hasta experimentos de
marcaje y diafanizacién, asi como la visualizacién
de perfusién por via endovenosa (16, 17). Es la
base preferente de la tincién negativa en el labo-
ratorio clinico (18, 19), en donde es utilizada en
el diagnéstico microbiolégico directo en liquido
cefalorraquideo del hongo Cryprococcus neoformans,
el cual, por estar cubierto con una capsula de poli-
sacaridos, se hace ficilmente visible con ésta tinta.
También se utiliza en muestras de materia fecal,
en donde el pardsito Blastocystis spp., es facilmente
visualizado (20) y a través de la técnica reportada
por Zerpa y cols., la combinacién de Tinta China
con mercurio cromo al 2%, es posible identificar
variaciones morfoldgicas del parasito (21).

Aunque no se encontrd en la literatura revisada,
ninguna referencia acerca de la utilizacién de Tinta
China como tincién directa en células adheridas
en cultivo, sus propiedades fueron aprovechadas
en este trabajo por ser una tincién no invasiva,
econdmica, ripida y de muy fécil consecucién. Al
ser liquida, la tinta alcanza a entrar en el espacio que
separa la monocapa de células adheridas de la base
lisa del frasco de cultivo, permitiendo que las partes
miés condensadas de la célula impidan ver el color
de la tinta debajo de ellas, por lo que estas partes
condensadas se ven mds claras e incluso refringentes
y las partes menos condensadas de la célula, se hacen
evidentes porque son mds oscuras, s decir, permiten
ver el color oscuro de la Tinta China debajo de ellas.

De otra parte, ésta tincién hace que el tamano
de las células sea muy similar al real, contrario al
resultado usual después de la fijacidn celular, dado
que luego de este proceso, el cual es necesario para
la visualizacién de células con otras tinciones, se
produce el encogimiento de las células disminu-
yendo la precisién de las observaciones.

La utilizacién de este tipo de técnicas bdsicas
de laboratorio permite realizar observaciones de
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células adheridas en cultivo, antes y después de la
exposicién a medicamentos o citotéxicos y contri-
buye a la definicién del rango de concentraciones
a utilizar en los experimentos, debido a que la
magnitud de los efectos es ficilmente observable.

Usualmente los pasos preparatorios a la lectura
microscépica, involucran la fijacién de la muestra
que, aunque pretende conservar la forma de las
células o tejidos involucrados tanto como sea
posible, no permite la viabilidad de las células
(tal como la fijacién por calor) o generan enla-
ces quimicos entre proteinas y otras sustancias
dentro de la muestra, aumentando su rigidez. La
fijacién antes de la tincién con Tinta China no
es necesaria, dado que después de comparar las
células sin tenir y las células tefidas, se evidencié
que la forma y tamano de las células en monocapa
se conserva y no hace necesarios pasos ulteriores
de fijacién y nueva valoracién morfolégica. El
uso potencial de esta técnica radica en la facilidad
de implementacién directa en cultivo, en el poco
tiempo de tincién, en la no utilizacién de otros
reactivos, en la utilizacién de cultivos a bajo costo
y en la posibilidad de aplicacién en la observacién
directa de otras células fibroblastoides en cultivo.

Vale la pena comentar que, entre las ventajas en
la utilizacién de las CTMO, estdn su ficil aisla-
miento, rdpida expansién en el medio de cultivo y
la estabilidad genética, por lo que se considera que
estas células fueron usadas con éxito en este expe-
rimento. En condiciones normales estas células se
encuentran dispersas en el cultivo, son pequenas,
largas y estrechas y la matriz extracelular adyacente
estd formada por algunas fibrillas reticulares (22).

Al conocer las caracteristicas de las células norma-
les se pudo hacer una comparacién directa entre
las células sin exposicién al glicoalcaloide y poste-
rior a esta, encontrandose diferencias concretas en
tamafio, bordes, longitud de las prolongaciones o
espiculas y condensacién citoplasmadtica.
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Se sugiere que estos cambios se deben a la accién
de la sustancia citot6xica que se acumula princi-
palmente en citoplasma y vacuolas, inhibiendo
la colinesterasa y el funcionamiento de la bomba
sodio-potasio ATPasa (23). Los efectos de la
a-solanina no son muy conocidos, pero posible-
mente se relacionan con dafos en la ruta de la
pentosa fosfato y en las vias de genes BMP (Bone
morphogenetic protein), WNT/B — catenina, y
Trio — RhoA-Shroom3 (24, 25). Después de la
exposicion al glicoalcaloide, las células reaccionan
con alargamientos de algunas fibrillas reticulares
que adquieren forma de espiculas, seguramente
buscando una mayor adhesién, como consecuen-
cia de la trasmisién de senales paracrinas que son
el mecanismo de induccién responsable de su
potencial para la reparacién de tejidos (repertorio
morfogenético) (26-28).

Conclusion

La determinacién cualitativa de los cambios a nivel
de morfologfa celular posteriores a la exposicién
con a-solanina utilizando Tinta China es un mé-
todo no invasivo, novedoso, rdpido y sencillo que
sirve para monitorear la accién del glicoalcaloide
en cultivos de células vivas adheridas en monocapa.
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