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1. INTRODUCCIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

ESTRÉS OXIDATIVO

- Desequilibrio entre ROS y mecanismos de defensa celular
- Causado por ROS
(Reactive Oxygen Species) 
- Iones, Radicales libres y PERÓXIDOS

- Factores ambientales
- Estrés
- Envejecimiento
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1. INTRODUCCIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

-    Cáncer
- Diabetes
- Enfermedades 

cardiovasculares

-    Enfermedades autoinmunes
- Parkinson
- Alzheimer
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1. INTRODUCCIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

¿POR QUÉ LEVADURAS?

- Saccharomyces cerevisiae 
- Organismo modelo
- Supervivencia celular

¿POR QUÉ H2O2 COMO TÓXICO?

- Simulamos ESTRÉS OXIDATIVO

H2O2

Estrés oxidativo

- Células vivas 
- Células muertas
- Células con pérdida de vitalidad
- Sin capacidad de división
- Disfunción mitocondrial
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1. INTRODUCCIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

CULTIVO CELULAR

- Saccharomyces cerevisiae con 2% glucosa

TÉCNICA PARA CUANTIFICAR LA VIABILIDAD

- Según la RAE, “viable” significa:

- Reactivo Alamar Blue™
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1. INTRODUCCIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

PRESENTACIÓN DEL PROBLEMA

- ¿QUÉ 
CONCENTRACIÓN 
CELULAR USAMOS?

- ¿POR QUÉ?

- ¿CUÁNTO TIEMPO DE 
INCUBACIÓN NECESITA 
EL REACTIVO?
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2. OBJETIVOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

1) Ensayo de viabilidad

- Determinar la concentración celular óptima

 ·   Ensayo in vitro con concentraciones crecientes de células
 
 ·   En diferentes tiempos

2) Ensayo de citotoxicidad con peróxido de hidrógeno
- Cuantificar la toxicidad del compuesto H2O2

 ·   Ensayo in vitro con concentraciones crecientes de tóxico

[cél/ml]

12h
24h
48h
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3. FUNDAMENTO TEÓRICO

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

REACTIVO ALAMAR BLUE™

- Colorante vital
- Indicador redox
- Reactivo básico – RESAZURINA
- No tóxico
- Permeable a las células
- Color AZUL NO FLUORESCENTE

En presencia de actividad celular:
- Se reduce irreversiblemente a RESORUFINA
- Color ROSA-ROJO FLUORESCENTE
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IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

REACTIVO ALAMAR BLUE™

TABLA COMPARATIVA

Resazurina Resorufina
Estado de 

oxidación
Oxidado Reducido

Color Azul Rosa
Fluorescencia Muy baja o nula Alta
Longitud de 

onda medida
600 nm 570 nm

Estabilidad
Relativamente 

estable

Inestable a larga 

exposición de luz o 

calor

3. FUNDAMENTO TEÓRICO
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IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

REACTIVO ALAMAR BLUE™

MECANISMO

- ACTIVIDAD METABÓLICA
- Lactato deshidrogenasa
     (LDH) en mitocondrias
- Metabolizan la resazurina
- Señal de fluorescencia
     cuantificable
- Fluorescencia Cél. viables

- Células viables
- Células muertas

3. FUNDAMENTO TEÓRICO
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IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

REACTIVO ALAMAR BLUE™

MECANISMO

- Intensidad color Células viables

Espectrofotómetro (Absorbancia)

3. FUNDAMENTO TEÓRICO
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4. MATERIALES

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

Materiales Reactivos Equipos 

H2O2
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5. METODOLOGÍA

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

VISTA GENERAL DE LOS MÉTODOS EN RELACIÓN A LOS OBJETIVOS

1) ENSAYO DE VIABILIDAD 2) ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

[levaduras/ml]

- [LEVADURAS]

- TIEMPO INCUBACIÓN

[H2O2]

[LEVADURAS]

-  CITOTOXICIDAD   VIABILIDAD
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5. METODOLOGÍA

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

1) ENSAYO DE VIABILIDAD

1. Suspensión de levaduras
       (Saccharomyces cerevisiae) en medio de 
        cultivo con 2 % de glucosa.

2. Incubación y recuento en cámara de 
        Neubauer y % de viabilidad.

3. Preparar batería de tubos de ensayo con 
       concentraciones crecientes de levaduras 
       en un rango de 2.000 – 500.000 cél/ml
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5. METODOLOGÍA

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

1) ENSAYO DE VIABILIDAD

4. Añadir a cada tubo un 10 % de Alamar Blue (Resazurina)

5. Incubamos a 28ºC en ausencia de luz

6. Medimos Absorbancia a 570 nm y 600 nm. Realizamos A570 - A600 
para cada muestra .

7. Se mide a 570 nm y 600 nm a 12 horas, 24 horas, 48 horas.
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5. METODOLOGÍA

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

2) ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

1. Levaduras y recuento. Ya conocemos la concentración óptima para el 
ensayo.

2. Preparar batería de tubos de ensayo con concentraciones crecientes de 
agua oxigenada de 0,05 – 20 mM.

3. Añadir a cada tubo un 10 % de Alamar Blue

4. Incubamos a 28ºC en ausencia de luz

5. Medimos Absorbancia a 570 nm y 600 nm. Realizamos A570 - A600 para 
cada muestra .

6. Se mide a 570 nm y 600 nm a 12 horas, 24 horas, 48 horas.

[lev] [lev] [lev] [lev] [lev] [lev]

[H2O2]
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6. RESULTADOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

RECUENTO
CELULAR

Células totales 500

Células vivas 486

Células muertas 14

ൗ𝒄é𝒍
𝒎𝒍 =

𝟓𝟎𝟎 𝒄é𝒍𝒖𝒍𝒂𝒔

𝟒 𝒄𝒖𝒂𝒅𝒓𝒂𝒏𝒕𝒆𝒔
 ∙ 𝟏𝟎𝟒 = 𝟏𝟐𝟓𝟎𝟎𝟎𝟎 ൗ𝒄é𝒍

𝒎𝒍 =  𝟏, 𝟐𝟓 ∙  𝟏𝟎𝟔 ൗ 𝒄é𝒍
𝒎𝒍

𝐶 ∙  𝑉 = 𝐶′ ∙  𝑉′% Viabilidad = 97,2 %
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6. RESULTADOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

Levaduras  
(cél/ml)

A570 A600

A570-
A600

10 x 103 1,35 1,482 -0,132
20 x 103 1,719 1,285 0,434
35 x 103 1,72 0,76 0,96
50 x 103 1,74 0,602 1,138

100 x 103 2,326 0,48 1,846
200 x 103 2,373 0,409 1,964
500 x 103 2,257 0,244 2,013

VIABILIDAD

2510203550100200500
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6. RESULTADOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  
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6. RESULTADOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

CITOTOXICIDAD

[H2O2] (mM) A570 A600 A570-A600

0,05 1,75 0,615 1,135

0,2 1,712 0,622 1,09

1 1,62 0,629 0,991

5 1,574 0,638 0,936

10 1,331 0,694 0,637

20 0,887 0,778 0,109
0,05

0,21,05,01020
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6. RESULTADOS

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  
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6. CONCLUSIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

CANTIDAD DE CÉLULAS ÓPTIMA
- A mitad de la curva de calibración:
50 x 103 células

RANGO DE ABSORBANCIAS
0,1 – 2 A

TIEMPO DE INCUBACIÓN
- Más de 24 horas
- A mayor tiempo, más sensibilidad
- Se vuelve incoloro

TEMPERATURA DE INCUBACIÓN
- 4ºC se relentiza
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6. CONCLUSIÓN

IV CONGRESO CIENTÍFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”  

H2O2 COMO TÓXICO
- Importancia concentración
celular y tiempo de incubación

EFECTO ESTRÉS OXIDATIVO
-    A partir de 5mM

RESAZURINA
- Viabilidad y citotoxicidad
- Reproducible
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