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os ensayos in wvitro o bioensayos son técnicas especializadas realizadas en
organismos bajo condiciones controladas de laboratorio y que pueden incluir
cultivos celulares, bacterias, hongos, insectos, plantas e incluso pequefios animales
como helmintos o artrépodos. Los bioensayos se utilizan en varias dreas de la
ciencia para conocer las reacciones de algin organismo ante la presencia
controlada de una o varias sustancias. Las reacciones pueden incluir diferentes efectos
benéficos, pero también negativos, e incluso hasta la toxicidad o muerte del organismo
evaluado. También, los bioensayos pueden usarse para describir los eventos implicados en
la expresién de un fenémeno. Asi, el uso de bioensayos permite identificar la eficacia de una
gran variedad de sustancias y estandarizar su uso antes de realizar evaluaciones con
vertebrados en condiciones in vivo. Los bioensayos han cobrado gran relevancia ante las
restricciones cada vez mas severas contra la experimentaciéon con animales de laboratorio,
domésticos o de companfa. El presente trabajo describe algunos modelos de bioensayos
relevantes utilizados para evaluar actividades biol6gicas como parte de la bioprospeccién en

medicina y ciencias agropecuarias.

Caracteristicas de los bioensayos

Existen sustancias con un amplio espectro de efectos sobre los organismos. Por tanto, es
necesario realizar mas de un bioensayo para evaluar esas sustancias. Se dispone de una gran
variedad de bioensayos en funcién de los objetivos de investigaciéon. Para realizar un
bioensayo es importante identificar: (a) qué sustancia seré evaluada, (b) en qué sustrato seré
utilizada, (c) en qué organismo se probara, y (d) qué tipo de respuesta podria ser detectada,
por ejemplo, efecto antimicrobiano, antihelmintico o de toxicidad, entre otros. Cuando el

compuesto evaluado tiene efectos benéficos o adversos sobre un organismo se considera que
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tiene actividad biolégica o farmacolégica. Dado que tanto las sustancias a evaluar y los
organismos pueden ser muy diversos, la actividad biolégica también puede ser diversa. Por
ejemplo, hay bioensayos para el control de la proliferacién de hongos, bioensayos en plantas
e incluso en helmintos, insectos, ardcnidos o crustaceos (Fig. 1).

La toxicidad es la capacidad de una sustancia quimica que, al estar en contacto con
un organismo por exposicién, ingestién, absorcién, inyeccién, e inhalacién en cantidad
suficiente, tiene la capacidad de ocasionar dafio a células, tejidos, érganos o sistemas e
incluso provocar la muerte (Langman y Kapur 2006). En este contexto, los bioensayos
pueden servir para evaluar el potencial téxico de sustancias e identificar los diferentes darfios
o lesiones (Gamez y Més 2007). En los bioensayos de toxicidad la muerte es considerada
s6lo como una respuesta biolégica mas (Pérez y Lazo 2010) y se reporta como un valor de
mortalidad o letalidad.

Los bioensayos muchas veces se usan como un primer paso para decidir si es
relevante investigar si alguna sustancia podria ser empleada en plantas, animales o
humanos. Con estas pruebas es posible calcular la concentracién requerida para identificar
algin efecto. Por ejemplo, si se evalta la letalidad o mortalidad sobre un organismo
(bacteria, pardsito, etc.), la concentracién requerida para matar el 50% de los organismos se
denomina concentracién letal 50% (CL50) o concentracién eficaz 50% (CE50%). Este tiltimo
término también puede aplicarse a procesos donde se esperan respuestas positivas
(reproduccién, produccién de alguna sustancia, etc.). Las CL50% o CE50% permiten
comparar sustancias diferentes y decidir cudl es mas eficaz para alcanzar el efecto deseado.
También las CL50% permiten comparar las mismas sustancias en diferentes sustratos,
aislados, poblaciones, organismos, etc. Para identificar una sustancia quimica benéfica de un
determinado organismo, se espera que su efecto favorable se logre a una baja concentracién
y su efecto téxico se observe a una concentracién alta. Por otro lado, cuando se busca un
efecto letal sobre un organismo blanco, también es deseable que el efecto deseado se logre a

la concentracién mas baja posible.
¢Qué organismos usar en los bioensayos?

Una amplia gama de organismos “modelo” son utilizados en los bioensayos i vitro, que

incluyen desde células o cultivos de células denominadas lineas celulares hasta organismos
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més complejos como plantas de interés agricola u otros organismos importantes por sus

implicaciones en la nutricién, produccién y la salud animal o la salud publica (Figura 1).

Algunos ejemplos de organismos
modelos utilizados en bicensayos

Lineas de células cancerigenas
de diversos organos

Artemia salina
Extractos

Protozooarios
y metahaolitos %

secundarios

Plantas obtenidos de Bacterias
bacterias, @
hongos y plantas /' Nematodos
Insectos

gastrointestinales

Bioprospeccion

Figura 1. Organismos modelo utilizados para bioensayos de actividades biol6gicas como parte de
la bioprospeccién de plantas, hongos y bacterias en la biomedicina y las ciencias agropecuarias.

Lineas celulares

Son células de un tipo tnico (humano, animal o vegetal) que se han adaptado para crecer
continuamente en el laboratorio y que se usan en investigacién. Estos bioensayos cumplen
varios propdsitos, como son la produccién de vacunas, la ingenieria de proteinas, estudios
de interaccién/sefnalizacién celular, produccién para trasplantes y la reproduccion “in vitro”
de plantas de interés comercial o ensayos de nuevos medicamentos. En la bisqueda de
cualquier actividad biol6gica se debe confirmar si los compuestos evaluados tienen un efecto
toxico sobre las células de plantas, animales o humanos (i.e., efecto citotéxico, apoptosis).
En algunos casos, el efecto téxico sobre las células constituye el elemento esencial como
ocurre en los compuestos antitumorales que atacan células que crecen sin control. Un
ejemplo de este tipo de bioensayos es la produccién de Vincristina, que es un alcaloide de la
planta vicaria (Catharantus roseus (L.) G. Don) empleado como quimioterapéutico contra
tumores venéreos transmisibles en perros (van Zanden et al. 2005). Otro bioensayo de

indicadores del metabolismo de células tumorales es el de la determinacién de la enzima
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lactato deshidrogenasa (Decker y Lohmann 1988). En ocasiones los bioensayos emplean
métodos o sustancias que de manera indirecta permiten visualizar los efectos, ya sean
benéficos o téxicos, de las sustancias, como el caso de los bioensayos de rojo neutro, metil

tetrazolio y sulforodamina B (Kaspers et al. 1994, Vichai y Kirtikara 2006, Repetto et al.

2008).

Bacterias y hongos

Varios microorganismos ocasionan enfermedades en plantas, animales o humanos. Tanto
bacterias como hongos presentan una gran diversidad, por lo que también poseen una
amplia variacién en su capacidad de crecimiento, reproduccién y en los tipos de
enfermedades que ocasionan. Los bioensayos para microorganismos tienen multiples
propositos. Segun Balouiri et al. (2016) los bioensayos se usan para determinar: (a) el
crecimiento con diversos microorganismos en agar (Figura 2F), (b) alguna respuesta
fisiol6gica como la bioluminiscencia o el flujo citofluorométrico, y (c) la curva de mortalidad
por densidad 6ptica. En condiciones ideales los bioensayos son la base para evaluar el efecto
biolégico sobre animales o plantas en los que serd empleado el compuesto o producto. Por
ejemplo, una vez que se demostré la actividad iz vitro del extracto de la planta Macleaya
cordata (que contiene alcaloides), éste fue dosificado a cerdos y mostré actividad contra cepas
de bacterias de Salmonella enterica (Robbins et al. 2013). Posteriormente se usé en la

prevencion de la enfermedad producida por tales bacterias.

Protozoarios

Los bioensayos con protozoarios incluyen aquellos utilizados para la evaluacién del
ecosistema microbiano del rumen (uno de los cuatro compartimientos digestivos o
estébmagos de rumiantes como vacas, ovejas y cabras), por ejemplo, se ha evaluado el efecto
de los metabolitos secundarios de las plantas sobre la actividad fermentativa de los
protozoarios ruminales (Monforte-Bricefio et al. 2005) y también existen bioensayos
orientados a evaluar el impacto de diversos compuestos sobre protozoarios patégenos como

Trypanosoma spp, Babesia spp, Toxoplasma spp y Eimeria spp (Croft y Weiss 1999).
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Figura 2. Ejemplos de bioensayos utilizando distintas concentraciones de extractos o compuestos
contra: A y D) helmintos, B y E) Artemia salina, C) protozoarios, F) hongos.

Otros organismos de interés agropecuario, biomédico o de salud publica

Los nematodos gastrointestinales son parasitos que representan un problema a escala global
en humanos, animales de compaiifa y de granja. En estos pardasitos los bioensayos pueden
usarse para evaluar la eficacia antihelmintica de drogas convencionales y no convencionales
como los extractos de plantas. Los bioensayos cominmente se realizan con nematodos
relevantes de humanos o animales. En estos pardsitos el producto natural se evalta sobre
diferentes fases de desarrollo como huevos, larvas o adultos (Castafieda-Ramirez et al. 2018)
(Figura2 A y D).

Los insectos y 4caros también se usan como modelos ya que en muchos casos son
transmisores de enfermedades y/o al mismo tiempo representan un problema para la
produccién agropecuaria y salud humana. Por ejemplo, las garrapatas Rhipicephalus
microplus pueden ser vectores de enfermedades causadas por Babesia bovis, B. bigemina,
Anaplasma marginale, entre otros. Estas garrapatas son utilizadas como modelo para

detectar el efecto de diversos antiparasitarios convencionales o extractos de plantas a través
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de la evaluaciéon de la supervivencia y reproduccién (Rosado-Aguilar et al. 2010). Otro
modelo de relevancia mundial son los mosquitos (géneros Anopheles, Culex 'y Aedes) que son
vectores de enfermedades como malaria, filariasis, chikungunya, dengue, fiebre amarilla,
entre otras. Los bioensayos aplicados en mosquitos tienen la finalidad de inhibir su
crecimiento o reproduccion, asf como repeler y disuadir la ovoposicion (Sukumar et al. 1991).

También existen los bioensayos de toxicidad que usan larvas del crustdceo Artemia
spp, esta prueba es muy utilizada por su bajo costo y su ficil implementacién (Figura 2 B y
E) y es una prueba estindar en ensayos preliminares de citotoxicidad de pesticidas,
productos naturales marinos, agentes antitumorales, y extractos de plantas con actividad
farmacolégica. La pertinencia de este ensayo se refleja en una buena correlaciéon entre la
letalidad de extractos de plantas aplicados a Artemia salina (in vitro) y la dosis letal oral

proporcionada a ratones (in vivo) (Piaru et al. 2012).

Plantas

Varias plantas pueden ser utilizadas como modelos para evaluar sustancias bioactivas con
diversos tipos de actividad sobre otras plantas. Los estudios alelopéticos (Macias et al. 2001)
permiten obtener nuevos inhibidores de crecimiento de organismos indeseables. Estos
productos tendrfan ventajas sobre los plaguicidas tradicionales por ser activos sobre
diferentes sitios de accién de la planta, asi como por la posibilidad de no dejar residuos en el

ambiente o en los tejidos de otras plantas o animales.

Conclusiones

Los bioensayos son técnicas importantes para estudiar las interacciones entre sustancias y
organismos. Permiten identificar los gradientes de concentracién necesarios para observar
algin efecto (actividad biolégica) entre sustancia y organismo incluyendo la muerte de
estos. Entre los organismos utilizados como modelos para los bioensayos se encuentran las
lineas celulares, bacterias, hongos, protozoarios, nematodos gastrointestinales, insectos,
acaros, crustdceos y diversas plantas. La informacién obtenida de los bioensayos con estos
organismos puede servir en la prospeccién de recursos naturales con diferentes objetivos
cientificos y tecnolégicos. Estas técnicas serdn cada dfa mdas relevantes para resolver

problemas en los campos de la medicina y las ciencias agropecuarias.
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