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PRACTICA 3. PROBA DE TOXICIDADE: FUNCIONALIDADE MITOCONDRIAL
OBXECTIVOS
· Determinar a funcionalidade celular, coa proba do MTT. 

· Determinar se un tóxico produce dano a nivel mitocondrial.  
MATERIAL E EQUIPO
Todo o material de cultivo debe ser esterilizado previamente.

· Pipetas de 5 ml.

· Campá de fluxo laminar.  

· Etanol ó 70%. 
· Pipeteador. 
· Vaso de precipitados ou frasco para conter restos. 
· Incubadora. 
· Micropipeta P-100 e P-1000
· Puntas P-100 e P-1000
· Papel de aluminio

· Microscopio invertido. 
· Axitador de placas.

· Células cultivadas.

REACTIVOS
· Etanol.

· Solución buffer de fosfatos (PBS). 
· MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium).

· Soro Fetal Bovino (FBS).
· HCl.
· 2-Isopropanol.

SOLUCIÓNS
· 
Solución de MTT: 0.5 mg/mL en medio de cultivo (pH=7.5) 
· Solución de HCl 0.04N en 2-isopropanol. 
PROCEDEMENTO
□ 1.Observación dos cultivos. 

□ 2. Engadir 5 ul de etanol nos dous pociños da segunda columna.
□ 3. Engadir 10 ul de etanol nos dous pociños da dereita (para comprobar outras substancia poden precisarse outras cantidades). 

□ 5. Deixar actuar e observar se no microscopio invertido aprécianse modificacións nas células.

□ 6. Preparar a solución de MTT.
□ a. Preparar un stock 5 mg/ml en PBS: Diluir 50 mg de MTT en 10 ml de PBS. 

 □ b. Pipetear 1 ml deste stock nun novo tubo de 12 ml. 

□ c. Engadirlle 9 ml de medio de cultivo (L-15 completo). 

□ 7. Preparar a solución Solución de HCl 0.04N en 2-isopropanol.
□ a. 10 ml de 2-Isopropanol

□ b. 33ul de HCl 37%

□ 8. Observar a placa no microscopio invertido e logo desbotar o medio. 

□ 9. Agregar 5 ml de PBS (lavar as células). 

□ 10. Desbotar o PBS. 

□ 11. Engadir 500 ul da solución de MTT, cubrindo todas as células.
□ 12. Protexer da luz con papel de aluminio.

□ 13. Incubar na estufa a 37 ºC, 1 hora (ou 3 horas), cun 90% de humidade.
□ 14. Desbotar o MTT. 

□ 15. Agregar 1 ml de PBS (lavar as células). 

□ 16. Desbotar o PBS. 

□ 17. Agregar 500 ul de HCl 0.04N en 2-isopropanol.

□ 18. Axitar a placa 15 min. 

□ 19. Observar as diferencias de cor (tomar unha foto).

□ 20. Ler nun espectrofotómetro a 570 nm.
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□ 21. Calcular a funcionalidade celular (mitocondrial) como porcentaxe da absorbancia do pociño con respeto  a do pociño control (pociño 2).
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