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Resumen 
Uno de los campos de aplicación con mayor potencial de la 
Ingeniería Biomédica lo constituyen las técnicas que emplean 
radiación en el rango óptico en medicina. Dentro de ellas, el 
diagnóstico de imagen por fluorescencia es uno de los 
abordajes más prometedores, ya que permite llevar a cabo una 
caracterización diagnóstica en tiempo real, con una interacción 
mínima con los procesos vitales. Sin embargo, la composición 
heterogénea de los tejidos y sus características ópticas, limitan 
el uso de esta tecnología. El aprovechamiento de la ventana de 
transmisión para tejido, con longitudes de onda comprendidas 
entre 650 y 950 nm, ofrece nuevas oportunidades, ya que 
incrementa la capacidad de penetración de la luz en los tejidos 
y disminuye la absorbancia del fotón, el esparcimiento o 
scattering y la autofluorescencia. Por este motivo, se está 
trabajando intensamente en la síntesis de nuevos fluoróforos 
para la implementación de imagen por fluorescencia en este 
rango de longitudes de onda y sus futuras aplicaciones en 
medicina. Uno de estos compuestos de nueva generación es la 
Oxacina 4 perclorato (O4P). Esta molécula se une de manera 
específica al tejido nervioso. En este trabajo se ha estudiado su 
citotoxicidad en células U87 mediante un ensayo colorimétrico. 
Los resultados muestran que concentraciones elevadas de O4P 
afectan a la viabilidad celular de manera dosis dependiente, 
tanto en oscuridad, como tras la irradiación a 630 nm. A 
concentraciones inferiores a 100 µM, la 04P parece ser inocua, 
dato importante a tener en cuenta para su uso en futuras 
aplicaciones médicas. 
 

1. Introducción 
La aplicación de las técnicas de la Ingeniería Biomédica a 
las Ciencias Biológicas, y en particular de aquéllas que 
emplean radiación óptica, ha permitido el análisis de 
estructuras subcelulares en 3-D, el estudio en profundidad 
de las rutas de transducción de señales y los procesos 
fisiológicos, así como la observación de células enteras e 
incluso de tejidos y de organismos pluricelulares 
completos [1], todo ello en tiempo real y con la mínima 
interacción con los procesos vitales.  

En las últimas décadas, varios equipos de investigación de 
carácter multidisciplinar formados por ingenieros, 
biólogos, químicos o físicos, entre otros, han acometido el 
reto de diseñar y desarrollar nuevos sistemas de imagen in 
vivo, que han podido ser utilizados en diversos campos de 
la medicina.  

La tecnología de imagen por fluorescencia es una de las 
que más desarrollo ha tenido en biomedicina debido a su 

alta especificidad, gran sensibilidad, a la posibilidad de 
obtención de señales múltiples, a la ausencia de radiación 
ionizante y la posibilidad de ver imágenes en tiempo real 
interfiriendo lo menos posible con los procesos biológicos 
[2]. 

Tradicionalmente, en fluorescencia, se han empleado 
longitudes de onda situadas en el espectro visible (400– 
650 nm), tanto para la excitación, como para la emisión 
fluorescente. Debido a la propia composición de los 
tejidos biológicos, la adquisición de señales lumínicas a 
estas longitudes de onda, se ve perjudicada por la 
dificultad de penetración del haz de luz en los tejidos (< 3 
mm), pero también por fenómenos de absorbancia, 
reflexión, esparcimiento o scattering, o autofluorescencia 
de algunas moléculas biológicas [3]. El empleo de 
radiación óptica cercana al infrarrojo, puede solucionar 
muchos de estos problemas, pero para ello es necesaria la 
síntesis de fluoróforos cuyos picos de emisión se 
encuentren en el rango de estas longitudes de onda. Hasta 
la fecha, sólo dos de estos colorantes fluorescentes han 
sido aprobados por la US Food And Drug Administration 
(FDA), el Verde de Indocianina y el Azul de Metileno, los 
cuales han demostrado su utilidad en diagnóstico clínico y 
cirugía [4], [5].  

La Oxacina 4 Perclorato (O4P) es un fluoróforo de 
pequeño tamaño con alta especificidad para tejido 
nervioso [6], que emite fluorescencia a longitudes de onda 
cercanas al infrarrojo [7]. Por sus características, podría 
ser un buen candidato para futuras aplicaciones en el 
ámbito de la medicina [8]. Un aspecto que es preciso 
tener en cuenta en la aplicación de este y otros 
fluoróforos, tiene que ver, además de con su especificidad 
por el tejido de interés, con su posible citotoxicidad en las 
condiciones de uso clínico. Los ensayos con pequeños 
animales, en primer lugar, y su traslación a humanos, 
requieren de estudios previos sobre citotoxicidad, que 
relacionen al menos las características de concentración y 
respuesta a radiación de la substancia inoculada. Por esta 
razón, en este trabajo se analiza la citotoxicidad de la O4P 
en la línea celular humana U87, que representa un buen 
ejemplo de tejido nervioso. 

2. Materiales y Métodos 
2.1. Cultivo celular  

La línea de células de glioblastoma U87 de origen 
humano (ATCC HBT-14) fue cultivada en medio 

376

XXXVIII Congreso Anual de la Sociedad Española de Ingeniería Biomédica. 25 – 27 Nov, 2020

ISBN: 978-84-09-25491-0, pags. 376- 379



 

Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM), 
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, 100 
U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina y 
L‐Glutamina al 2 mM, todo de Thermo Fisher Scientific  
(Waltham, Massachusetts, USA),  y fueron mantenidas en 
condiciones ambientales estándar para su crecimiento, a 
37°C y con el 5% de CO2. 

Se escogió este modelo celular porque, además de su 
origen humano, la O4P marca específicamente células de 
tejido nervioso productoras de mielina, como es el caso de 
las células U87. 

 

 

2.2. Preparación del fluoróforo 

La O4P fue proporcionada por BOC Science (Shirley, 
NY, USA). Se preparó una solución stock a una 
concentración 15 mM en tampón fosfato salino (PBS), pH 
7,4. La O4P posee un pico de absorbancia a 616 nm y un 
pico de emisión a 635 nm en este solvente [9]. La Figura 
1 muestra la estructura molecular del compuesto. 

 

 
Figura 1. Estructura molecular de la Oxacina 4 Perclorato. 

 

 

2.3. Sistema de iluminación 

El sistema de iluminación LED, cuyo esquema aparece en 
la Figura 2, fue diseñado para irradiar placas de Petri de 
60 mm de diámetro con hasta 6 tipos de radiación. El 
sistema está compuesto por una fuente LED blanca de alta 
potencia con una anchura espectral de 200 nm. El sistema 
de control de la fuente permite la modulación de la 
misma, de tal forma que es posible controlar la irradiancia 
de emisión. Mediante una rueda de filtros se configuran 
los 6 modos de irradiación, de los que en este trabajo se 
emplea el modo de irradiación con longitud de onda 
central 630 nm. La radiación resultante se uniformiza 
mediante un sistema óptico para lograr una exposición 
homogénea a lo largo de la superficie de la placa de Petri. 

Las células se iluminaron desde la parte inferior, durante 
15 minutos a 10 mW/cm2 y a una λ = 630 nm. Las células 
U87 crecen adheridas al fondo de los pocillos de fondo 

plano, por lo que se asumió que el espesor de la placa no 
interfiere a efectos de la irradiación. La dosis total 
calculada está en torno a los 9 J/cm2. 

 

 
 

Figura 2. Esquema del diseño del sistema de iluminación 
de las células. Este dispositivo está compuesto por: A) Un 
mecanismo de control de la intensidad de la fuente. B) 
Una fuente LED. C) Una rueda de filtros. D) Un sistema 
óptico de colimación y homogeneización. En el momento 
de la irradiación, la placa de Petri se coloca en la 
abertura creada para ello (E). 

 

2.4. Ensayo de citotoxicidad 

La viabilidad de las células U87 fue evaluada in vitro con 
el método CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay de PROMEGA (Madison, Wisconsin, 
USA), basado en el ensayo colorimétrico MTT. Las 
células fueron cultivadas en placas p60 de CORNING 
(Corning, NY, USA), con 2 mL de medio. En el momento 
de realizar el experimento, se lavaron 2 veces con PBS y 
se les cambió el medio. Se añadieron concentraciones 
crecientes de O4P (50, 100, 200 y 400 μM), utilizando 
una solución stock a 15 mM en PBS. Tras 4h de 
incubación, las células se irradiaron desde abajo por 
medio de un dispositivo de iluminación controlada creado 
ad hoc en nuestro laboratorio. Fueron expuestas a 10 
mW/cm2, durante 15 min a una longitud de onda central 
de λ = 630 nm. En cada experimento se utilizó como 
control positivo una placa en la que no se ha añadido 
fluoróforo y un control negativo de células que no se han 
sometido a la acción de la luz. Después de la irradiación, 
las placas se lavaron dos veces con PBS y se tripsinizaron 
con Tripsina-EDTA de Thermo Fisher Scientific 
(Waltham, Massachusetts, USA). Se inocularon 104 
células/100 μL en una placa de 96 pocillos (CORNING) y 
se incubaron a 37ºC durante 24h. Para cuantificar el 
número de células viables se añadieron 20 μL de reactivo 
CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent siguiendo 
las instrucciones del fabricante, y se incubaron durante 
otras 4h en las mismas condiciones, pasadas las cuales se 
midió la absorbancia a 490 nm. 

Los experimentos se repitieron 4 veces de manera 
independiente. En cada uno de ellos, se han realizado 6 
replicados por muestra. 
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2.5. Análisis estadístico 

Para evaluar la respuesta de las células U87 a las distintas 
dosis de O4P en presencia y ausencia de radiación, se 
llevó a cabo un análisis ANOVA de dos variantes con 
varias muestras por grupo, utilizando el paquete Excel de 
Microsoft Office. Se consideraron estadísticamente 
significativos valores con p < 0,05. 

 

3. Resultados y discusión 
En este estudio se ha analizado el efecto citotóxico de la 
O4P con el fin de establecer la dosis de compuesto óptima 
para la realización de ensayos biológicos, y descartar la 
posible inducción de hormesis, fenómeno de respuesta 
adaptativa por el que, a distintas dosis, una sustancia se 
comporta de manera contraria según los estímulos que 
recibe [10], [11], en este caso la radiación con una fuente 
de luz. 

La Viabilidad celular se calculó según la siguiente 
ecuación: Viabilidad celular (%) = (A muestra/ A control) 
x 100. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se 
puede 
ver en la 
Figura 3, 

el comportamiento de las células a las dosis más bajas de 
O4P testadas (50 y 100 µM), tanto en ausencia como en 
presencia de luz, es similar, y no se observan diferencias 
significativas en la proliferación con respecto a las células 
control. Sin embargo, en oscuridad, las concentraciones 
más altas de O4P (200 y 400 μM), provocan descensos 
significativos en la viabilidad celular, del 28,6% y 71,4 
%, respectivamente, mientras que a dosis menores no se 
aprecian efectos significativos. Es decir, el efecto citóxico 
de la O4P observado, es dosis dependiente. Este efecto 
letal parece independiente de la irradiación utilizada, ya 
que las células que no han sido irradiadas presentan la 
misma tendencia que las tratadas durante 15 min con luz a 
una λ=630 nm, longitud de onda a la que absorbe el 
fluoróforo de forma máxima. En este caso, también se 
produce una disminución significativa de la supervivencia 
celular con las dosis más elevadas, del 36% y 74,5% para 
200 y 400 μM de O4P respectivamente, porcentajes muy 
similares a los observados en ausencia de luz, por lo que 
podemos descartar que este compuesto produzca 
respuesta hormética por el efecto combinado de la 
concentración y la irradiación a 630 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ensayo de citotoxicidad. Porcentaje de viabilidad de las células U87 en oscuridad y tras 15 min de irradiación a una dosis de 
10 mW.cm-2, y una ʎ=630 nm. Las células se han tratado a diferentes concentraciones de O4P (0, 50, 100, 200 y 400 μM), durante 4h. 
Estos datos representan la viabilidad celular relativa respecto al control negativo en porcentaje, de 4 experimentos independientes. Los 
resultados se analizaron usando un test ANOVA de dos factores con varias muestras por grupo. La significación estadística se indica 
con un asterisco *p<0,05. 
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4. Conclusiones 
Tras la realización de este estudio podemos concluir que 
la O4P presenta citotoxidad en células U87, si bien este 
efecto es dependiente de la dosis, siendo observada a 
concentraciones superiores a 100 μM. Además, en las 
condiciones del ensayo, no se detecta acción combinada 
entre concentración de O4P tras la irradiación durante 15 
min a λ=630 nm y 10 mW/cm2, lo que convierte a este 
fluoróforo en un buen candidato para posibles 
aplicaciones futuras en el campo de la medicina. 
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