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1. INTRODUCCION

ESTRES OXIDATIVO
- Desequilibrio entre ROS y mecanismos de defensa celular
Celula atacada por
- Causado pOr ROS radicales libres
(Reactive Oxygen Species) PN .
- lones, Radicales libres y PEROXIDOS
-

- Factores ambientales
-  Est ré S Celula normal 2
- Envejecimiento ‘
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1. INTRODUCCION

PECIES REACTIVAS DE OXIGEN

- ESTADO DE ESTRES
B OXIDATIVO S

EQUILIBRIO REDOX

PROLIFERACION CELULAR MUERTE CELULAR PROLIFERACION
£ CELULAR
REPARACION CELULAR DESeomTe
\ APOPTOSIS NECROSIS I
, | .
- Cancer -  Enfermedades autoinmunes
- Diabetes - Parkinson
- Enfermedades - Alzheimer
cardiovasculares
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1. INTRODUCCION

¢POR QUE LEVADURAS? ¢POR QUE H,0, COMO TOXICO?

- Saccharomyces cerevisiae - Simulamos ESTRES OXIDATIVO
- Organismo modelo
- Supervivencia celular

- Células vivas

- Células muertas

- Células con pérdida de vitalidad
- Sin capacidad de division

- Disfuncion mitocondrial
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1. INTRODUCCION

CULTIVO CELULAR

- Saccharomyces cerevisiae con 2% glucosa

TECNICA PARA CUANTIFICAR LA VIABILIDAD

- Segun la RAE, “viable” significa: | adl. Biol. Que puede vivir.

- Reactivo Alamar Blue™
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1. INTRODUCCION

PRESENTACION DEL PROBLEMA

- ¢QUE
CONCENTRACION
CELULAR USAMOS?

- ¢POR QUE?

- ¢CUANTO TIEMPO DE
INCUBACION NECESITA
EL REACTIVO?
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2. OBJETIVOS

1) Ensayo de viabilidad

- Determinar la concentracion celular éptima
[cél/ml]
Ensayo in vitro con concentraciones crecientes de células

En diferentes tiempos . [5555555555]_’ @ 12h

0000000000 24h

0000000000
alamarBlue ash

HS reagent 0000000000

L

2) Ensayo de citotoxicidad con perdxido de hidrégeno
- Cuantificar la toxicidad del compuesto H,0,

Ensayo in vitro con concentraciones crecientes de toxico
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3. FUNDAMENTO TEORICO

REACTIVO ALAMAR BLUE™

- Colorante vital g
- Indicador redox e
- Reactivo basico — RESAZURINA
- No toxico

- Permeable a las células

- Color AZUL NO FLUORESCENTE

En presencia de actividad celular:
- Se reduce irreversiblemente a RESORUFINA |

[ ]
HO” N\F \\o./\\/A 0
- Color ROSA-ROJO FLUORESCENTE bl

(highly fluorescent )
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3. FUNDAMENTO TEORICO

REACTIVO ALAMAR BLUE™
TABLA COMPARATIVA
Resazurina Resorufina
Estado d
s.a o. ’e Oxidado Reducido
oxidacion
Color Azul Rosa
Fluorescencia Muy baja o nula Alta
Longitud d
ongitud de 600 nm 570 nm

onda medida

, Inestable a larga
Relativamente

Estabilidad exposicion de luz o
estable
calor
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3. FUNDAMENTO TEORICO

REACTIVO ALAMAR BLUE™

f,_:g.
MECANISMO T

S
x'f:::*:-,--"'.: :::='j"--.--:::"?:-
HOY o g Ny

Resazurin

ACTIVIDAD METABOLICA

- Lactato deshidrogenasa
(LDH) en mitocondrias

- Metabolizan la resazurina

- Senal de fluorescencia

Dehydrogenase
enzymes

cuantificable & \I AN
- ANFluorescencia ANCél. viables &

- Células viables ¥

- Células muertas )<
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3. FUNDAMENTO TEORICO

REACTIVO ALAMAR BLUE™

MECANISMO

- ANIntensidad color ANCélulas viables
-l

¥V | =

Espectrofotdmetro (Absorbancia)

ryYYyypne
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4. MATERIALES

Materiales Reactivos

T GENESYS 0w )
{
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5. METODOLOGIA

VISTA GENERAL DE LOS METODOS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
1) ENSAYO DE VIABILIDAD 2) ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

W

—_—

[LEVADURAS] 5 <“I
J |

[levaduras/ml]

[H,0,]

/

- ANCITOTOXICIDAD WV VIABILIDAD

- [LEVADURAS]

w

- TIEMPO INCUBACION

13
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5. METODOLOGIA

1) ENSAYO DE VIABILIDAD

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

2. Incubacion y recuento en camara de
Neubauer y % de viabilidad.

3. Preparar bateria de tubos de ensayo con
concentraciones crecientes de levaduras
en un rango de 2.000 — 500.000 cél/ml

: 14
IV CONGRESO CIENTIFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”




5. METODOLOGIA

1) ENSAYO DE VIABILIDAD

4. Anadir a cada tubo un 10 % de Alamar Blue (Resazurina)
5. Incubamos a 282C en ausencia de luz

6. Medimos Absorbancia a - y 600 nm. Realizamos Ac - Aggo
para cada muestra .

7. Se midea 570 nmy 600 nm a 12 horas, 24 horas, 48 horas.
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5. METODOLOGIA

2) ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

1.

6.

Levaduras y recuento. Ya conocemos la concentracion 6ptima para el
ensayo.

Preparar bateria de tubos de ensayo con concentraciones crecientes de
agua oxigenada de 0,05 — 20 mM.

Anadir a cada tubo un 10 % de Alamar Blue W
[H,0,]

Incubamos a 282C en ausencia de luz > W
[lev] [lev] [lev] [lev] [lev] [lev]

Medimos Absorbancia a - y 600 nm. Realizamos A, - Aggo Para
cada muestra .

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

L 1 2
RECU ENTO " Vivas: 109 Vivas: 112 7
CELULAR e RIS
%55 EE%EEEH
%EE%EE%EE#
&55%55%55&
i
L 3 4
| Vivas: 139 ——— Células totales 500
Y. N Células vivas 486
Células muertas 14
; 500 células : :
cel) == .10* = 1250000 ¢¢l/ . = 1,25 . 106 €€l
/ ml " 4 cuadrantes / ml ' / ml

% Viabilidad = 97,2 % C-V=cC -V
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6. RESULTADOS

VIABILIDAD

Levaduras A Ao

(cél/ml) >70 Agoo
10x103| 1,35 -0,132
20 x 10%| 1,719 0,434
35x 103 1,72 0,96
50x 103 1,74 1,138
100 x 103| 2,326 1,846
200 x 103| 2,373 1,964
500 x 103| 2,257 2,013
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6. RESULTADOS

VIABILIDAD

N
92}

)

=
92}

—=—A570
——A600 Coeficiente correlacion “R”

[N

Absorbancia

o
U

1,8
1,6
1,4
1,2

o

10 20 35 50 100 200 500
Concentrac. levaduras [cél/ml] x 103

R=0,9712

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbancia

—— Acorregida

—— Lineal (Acorregida)
-0,2

-0,4

10 20 35 50 100 200 500
Concentrac. levaduras [cél/ml] x 103
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6. RESULTADOS

CITOTOXICIDAD
[H20;] (mM) | Asy As70-Asoo
0,05 1,75 1,135
02 1,712 1,09
1 1,62 0,991
5 1,574 0,936
100 1,331 0,637
20 0,887 0,109

IV CONGRESO CIENTIFICO INTERNACIONAL “EUROCIENCIA JOVEN”



6. RESULTADOS

CITOTOXICIDAD
2
o LS
(8]
c
©
2 1 —=—A570
o . . [ 4
E . . . e ——A600 Coeficiente correlacion “R”
0,5 15
0 1
0,2 1 5 10 20 o 0.8
[H,0,] mM §
£ 0,6
o
2
< 0,4
——Acorregida
0,2
—— Lineal (Acorregida)
0

0,2 1 5 10 20
[H,0,] mM
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6. CONCLUSION

CANTIDAD DE CELULAS OPTIMA
- A mitad de la curva de calibracion:

50 x 103 células VIABILIDAD
2,5

N

RANGO DE ABSORBANCIAS
0,1-2A

-
(92}

—=—A570

Absorbancia

[y

—+—A600

TIEMPO DE INCUBACION
- Mas de 24 horas .
- A mayor tiempo, mas sensibilidad 10 20 35 50 100 200 500
- Se vuelve incoloro Concentrac. levaduras [cél/ml] x 103

o
U

TEMPERATURA DE INCUBACION

- 4°C se relentiza
. yY)
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6. CONCLUSION

H,0, COMO TOXICO

- Importancia concentracion
celular y tiempo de incubacién g'° -\\
—=—A570

Absorbancia
=

o —— ——A600
EFECTO ESTRES OXIDATIVO '
. 0
- A partirde 5mM 02 . ] " 20
RESAZURINA

- Viabilidad y citotoxicidad
- Reproducible
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