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through biochemical markers as indicators of metabolically active cells
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COLORIMETRIC ASSAYS FOR ASSESSMENT IN VITRO CELL VIABILITY/
CYTOTOXICITY

Colorimetric assays have been often applied to determine cell viability or cytotoxicity due to
fastness, reliability, and low cost. Most common assays include tetrazolium salts, lactate
dehydrogenase (LDH), sulforhodamine B (SRB), crystal violet (CV), and neutral red uptake (NRU).
Overall, choosing a suitable method is needed to obtain reliable results. Sometimes, different assays
should be combined to achieve meaningful data. This review describes an overview of colorimetric
assays and the corresponding protocols, advantages, and limitations related to cell culture on
monolayer, and 3D systems.

Keywords: cell viability; colorimetric assays; cell culture; biomaterials

INTRODUCAO

Os ensaios de viabilidade celular sdo métodos utilizados para estimar a quantidade de células
viaveis a partir de diversos indicadores de fungdes celulares, como producao de ATP, integridade da
membrana plasmatica, aderéncia celular, oxirredu¢do de coenzimas, e atividade de captacdao de
nucleotideos.! Geralmente, esses ensaios sdo realizados para avaliar as células metabolicamente
ativas em resposta a estimulos extracelulares,> firmacos para tratamento terapéutico,’ agentes
quimicos,* ou a fim de otimizar as condi¢des da cultura celular.’ Os ensaios de viabilidade celular
podem ser classificados de acordo com o procedimento de quantificacdo celular: métodos
colorimétricos, fluorimétricos, luminométricos, € por exclusio de corante.® Os ensaios
colorimétricos permitem, a partir da medida de absorbancia por espectrofotometria, avaliar a
quantidade de células viaveis em relacdo ao controle, que sdo as células cultivadas em placa de
cultura celular convencional sem tratamento ou estimulo extracelular. A Figura 1 mostra as
estruturas quimicas e os espectros de absor¢do na regido ultravioleta/visivel (UV-vis) de reagentes

frequentemente utilizados em ensaios colorimétricos.
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Figura 1. Estrutura quimica, espectros de absor¢do na regiao UV-vis (espectrofotometro Beckman-
Coulter DU650) e comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amay) dos compostos utilizados em
ensaios colorimétricos para avaliar a viabilidade celular. (a) formazan, Amax = 570 nm, (b) NADH,
Amax =340 nm , (c) sulforodamina B (SRB), Amax = 565 nm, (d) cristal violeta, Jmax = 570 nm, (e)

vermelho neutro, Amax = 540 nm

Me¢étodos colorimétricos sdo amplamente utilizados devido a rapida aplicacdo, facil automacgao e
baixo custo.” No entanto, alguns fatores podem influenciar no sinal de absorbancia®’ (ver na se¢io
“Avaliagdo e comparag¢do entre métodos colorimétricos), levando a falhas na avalicdo do
crescimento celular, principalmente quando as células s3o cultivadas em sistemas 3D.% Portanto, ao
escolher o método ideal, varios paradmetros devem ser considerados para que os resultados gerados

sejam reprodutiveis e confiaveis.
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METODOS COLORIMETRICOS

Sais de tetrazolio

Uma variedade de sais de tetrazdlio pode ser utilizada na detec¢do de células metabolicamente
ativas com a finalidade de avaliar a viabilidade celular ou a citotoxicidade de uma dada substancia
ou material. Esses compostos podem ser classificados em sais catidnicos, sais anidnicos, € os sais de
tetrazolio soltveis em agua.”!® Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
(MTT) ¢ o sal de tetrazolio mais utilizado para determinar viabilidade celular em diferentes

I e & considerado um método

linhagens de células. Este ensaio foi desenvolvido por Mosmann,'
simples, rapido e reprodutivel. No entanto, o MTT ¢ téxico para as células, e alguns fatores
influenciam no sinal de absorbancia (ver secdo “Avaliacdo e compara¢do entre métodos
colorimétricos™).>'? Este ensaio é baseado na reducdo do sal de tetrazélio em formazan pela
oxidacdo de coenzimas mitocondriais (NADH e/ou FADH») (Figura 2). No entanto, ainda ha
especulagdes sobre esse mecanismo, pois algumas pesquisas mostram que o MTT pode formar

depdsitos em outras organelas ou em goticulas de lipideos.!!

Formazan

H
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Figura 2. Reagdo de redugcdo do MTT a formazan em uma célula eucariotica por enzimas
mitocondriais. Nessa reacdo, as coenzimas NADH e FADH, sdo utilizadas como doadores de

elétrons para a redugdo do MTT.

No ensaio de MTT, o sal de tetrazolio amarelo ¢ solubilizado em agua destilada ou tampao fosfato-

salino pH 7,4 (PBS), na concentragdo de 5,0 mg/mL. Em seguida, pode ser filtrado em membrana
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de 0,22 uM, armazenado a -20 °C ¢ protegido da luz.” Essa solugdo € adicionada a cultura celular na
concentragdo final de 0,2-0,5 mg/mL, e incubada a 37 °C por 1-4 h.>" Nessa etapa, ocorrem as
reagdes de redugdo do MTT a formazan e de oxidagdo de NADH a NAD™. Quanto maior o nimero
de células metabolicamente ativas, maior a oxidagdo de NADH a NAD" e, portanto, maior a
formagdo de formazan. Posteriormente, o meio contendo MTT ¢ removido e DMSO ¢ adicionado
para solubilizar os cristais, ja que o formazan ¢ um sal violeta insoluvel em agua. A absorbancia da
solugdo é medida em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm (Figura 1a).!> O
nimero de células vidveis ¢ considerado diretamente proporcional a atividade metabolica das
células e, consequentemente, a intensidade de absorbancia medida. A porcentagem de células
viaveis em relagdo ao controle pode ser calculada a partir dos valores de absorbancia referente as
células expostas ao tratamento (Am) e as células controle (Act), sem tratamento, apds subtragdo da

absorbancia do meio de cultivo livre de células (branco-Ab), como indicado na Eq. (1):

Am — Ab
Viabilidade celular (%) = [Act——Ab x 100 0

Lactato desidrogenase (LDH)

A citotoxicidade de um composto também pode ser avaliada pela quantificacdo de células mortas a
partir da atividade enzimatica do LDH. Esta enzima, presente no citoplasma de células eucaritticas,
¢ liberada para o meio de cultivo quando a integridade da membrana plasmatica celular ¢
comprometida. A fun¢do catalitica da LDH ¢ fundamental para as reacdes reversiveis do

piruvato/lactato e NADH/NAD", como exemplificado na reagio da Figura 3.!6!7
OH
Lo+ NaDH + Ht == /LT:O + NAD*
O

OH
Piruvato Lactato

Figura 3. Reacdo reversivel entre piruvato/lactato e NADH/NAD" catalisada pela enzima LDH.'®

O reagente de trabalho desse ensaio ¢ comercializado na forma de duas solugdes: reagente 1 (R1)
que contém NADH, e o reagente (R2) que contém uma solucao tampao, pH 7,5, suplementado com
piruvato de sodio e azida sodica. A solugdo de trabalho ¢ preparada previamente a partir da mistura

do R1 com R2 na propor¢ao de 4:1 (v/v). Apds a morte celular as células se destacam da placa de
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cultura. Em seguida, a solugdo de trabalho ¢ misturada apenas no meio de cultura contendo células
mortas. Nesse momento, o piruvato sofre uma reagdo de redugdo e convertido a lactato, enquanto
NADH ¢ oxidado a NAD". Dessa maneira, ¢ possivel estimar a atividade de LDH a partir da
medida de absorbancia em 340 nm, absorbancia maxima do NADH (Figura 1b).!® A taxa de
conversao de NADH para NAD" é diretamente proporcional a atividade de LDH no meio de cultura
e, consequentemente, a morte celular. Na presenca da enzima LDH a formacdo de NAD" ¢
acentuada em até 14 vezes, dessa forma, variagdes no tempo de incubagdo podem acarretar em
grande variabilidade e aumentar o erro experimental entre as amostras.!” Isso indica que o equilibrio
NADH/NAD" ¢ alcangado rapidamente, e ndo ¢ recomendavel a leitura de sua absorbancia. Como
alternativa para uma analise assertiva, o processo NADH—NAD™ pode ser explorado adicionando a
atividade da enzima diaforase.?’A enzima diaforase transfere H/H* a partir do NADH/H" para um
sal de tetrazolio presente na solugdo a ser reduzido a formazan.’ Nesses casos, a solugdo do ensaio
¢ composta por NAD", acido latico e um sal de tetrazolio, como por exemplo, o iodonitrotetrazolio
(INT).!” O meio de cultura que contém o LDH liberado na morte celular é transferido para outra
placa e a solug¢do do ensaio ¢ misturada com o meio de cultivo. A placa ¢ incubada por 15-30 min
em 37 °C e protegida da luz. Em seguida, uma solu¢do contendo dimetilformamida/SDS ¢
adicionada. A absorbancia pode ser medida em aproximadamente 490 nm apds 1 h.2! Uma vez que
a reagdo ¢ reversivel, o excesso de lactato e NAD" no meio de cultura gera piruvato e NADH (ver
Figura 3).22 Dessa maneira, 0 NADH sofre oxida¢do para NAD", e reduz o INT a formazan
(Figura 4), que por sua vez tem absorbancia maxima em 490 nm. O aumento da absorbancia indica
maior quantidade de LDH liberada para o meio de cultura, logo ¢ diretamente proporcional a morte
celular.!

E importante obter um pardmetro da atividade maxima da LDH, ou seja, obter um controle
positivo (Actp), no qual todas as células estejam mortas, € também um controle negativo (Act,). No
controle negativo a solugdo de ensaio ¢ adicionada ao meio de cultura livre de células vivas ou

mortas.?? Nesse caso, a citotoxicidade pode ser calculada a partir da Eq.(2):

Citotoxicidade (%) = [M

Actp_ACtn

] x 100 (2
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Figura 4. Mecanismo para avaliag¢do da citotoxicidade utilizando o ensaio de LDH. A enzima LDH
converte lactato em piruvato, além de reduzir a coenzima NAD®. O NADH sofire oxidag¢do

formando NAD*, enquanto o INT é reduzido a formazan

Kits comerciais ja contém a solugcdo de NADH, lactato e diaforase combinados com diferentes sais
tetrazolio como CyQUANT™ (ThermoFisher) que usa o INT e o LDH-Cytox™ (BioLegend) que
contém o sal de tetrazolio soluvel em dgua (WST-1), sendo quantificados por espectrofotometria em
A =490 nm e 438 nm, respectivamente. Além disso, marcadores bioluminescentes como no caso do
kit LDH-Glo™ (Promega) podem ser analisados por meio de espectrofluorimetro (Ex/Em =
535/587 nm) que gera luz por meio da oxidagdo da luciferina a oxiluciferina na presenga de

oxigénio, ATP e luciferase.

Sulforodamina B (SRB)

A SRB ¢ um corante soluvel em agua de cor avermelhada (excitagdo/emissdo maxima a 565/586
nm) e pode ser utilizado para estimar a citotoxicidade de substancias em ensaios com células
aderentes. A SRB ¢ uma molécula composta por trés anéis (xanteno) ligados a dois grupos di-
etilaminas e um anel di-hidroxosulfonico. Possui uma alta afinidade por interacdo eletrostatica com
aminoacidos catidnicos (histidina, arginina e lisina) sob condi¢des 4cidas moderadas. Desde a
década de 1990, estudos tém sido reportados adotando como protocolo de viabilidade celular a

23-25 e

quantificagdo da SRB em contato com amino 4cidos residuais de células aderentes saudéaveis
cancerosas.??® Para que isso ocorra, apos o tempo de incubagdo, as células devem ser fixadas e os
amino 4cidos catidnicos devem estar com carga superficial positiva. Esta forte interagdo permite

que todo o excesso de SRB seja descartado, remanescendo somente uma quantidade proporcional a
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quantidade de proteinas ligantes, que é proporcional ao numero de células viaveis. A Figura 5

exemplifica essa interacdo da SRB e amino 4cidos residuais a um pH moderadamente 4cido.

Sulforodamina B

Célula fixada

., ., BN
Aminoacido \)ﬁzcx
residual catidnico

Figura 5. Viabilidade celular avaliada indiretamente pela intera¢do de aminodcidos residuais
(derivadas de integrinas) e SRB. Em condi¢des dcidas, a interagdo eletrostdtica entre o grupo

protonado imidazol da histidina e anionico sulfonico da SRB garante sua retengdo

De uma forma geral, o ensaio pela SRB ¢ relativamente rapido e pode ser feito com poucas etapas.
Apoés o tempo de incubagdo, retira-se o meio de cultivo dos pogos e substitui-se por solugdo de
acido tricloroacético (TCA) 10 % (wt/v). Assim, ocorre a precipitagdo das proteinas celulares a
partir da interagdo eletrostatica entre os ions tricloroacetato e as aminas primarias protonadas. Apos
1 h de reacdo, as células se mantém fixadas e a solu¢do de SRB ¢ adicionada. O corante SRB
adicionado nas células ¢ previamente solubilizado em &cido acético; neste meio, SRB estd
negativamente carregada, pois o pKa da SRB ¢é 2,1.2° Apos 0,5 h de reagdo, os pogos sdo lavados
novamente com solu¢do de 4cido acético 1 % (v/v) (cerca de 6x) para que todo o excesso da SRB
seja retirado. Em seguida, adiciona-se uma solugdo tris(hidroximetil)aminometano (tris), em pH
10,5 para que o todo o corante SRB ligado aos aminoéacidos das células seja liberado na solugao.
Embora a absorbancia maxima da SRB seja em 565 nm (Figura 1c¢), o ensaio ¢ realizado em
comprimento de onda de 510 nm, porque a melhor linearidade de absorbancia em fungdo de
concentragdo esta entre 490-530 nm.?%3% O namero de células saudaveis é diretamente proporcional
a quantidade de SRB extraida, e a porcentagem de viabilidade celular em relagdo ao controle pode
ser calculada a partir da Eq.(1). Vale ressaltar que, a absorbancia da SRB ndo ¢ afetada pela

varia¢do de pH do meio.?!
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Cristal violeta (CV)

O cristal violeta (CV), ou violeta genciana, ¢ um corante com propriedade antibacteriana,
antifingica e antitumoral.’?> Além disso, o CV tem um papel muito importante na pesquisa
biomédica, ja que ¢ utilizado para coloragdo de Gram,** e quantificagdo de células aderentes por
meio da marcagdo de DNA.3* O CV ¢ capaz de interagir com superficies negativas das proteinas em
meio de cultura, -3¢ uma vez que o CV (pKai= 5,3 e pKa,=8,64)*" estd positivamente carregado
quando dissolvido em dgua/metanol (pH da solu¢do de CV em dgua/metanol ¢ 3,15). O ensaio de
CV para avaliar a citotoxicidade de farmacos foi reportado pela primeira vez por Saotome e
colaboradores.’® Primeiramente, as células plaqueadas sdo tratadas com agente quimico de
interesse. Apos o tempo de incubag@o, o meio de cultura é removido, e as células mortas destacadas
da placa de cultura sdo removidas ao realizar etapas de lavagem. Entdo, o CV solubilizado em
agua/metanol ¢ adicionado em concentracdo de aproximadamente 0,5 % para interagir com as
proteinas e DNA das células saudaveis remanescentes. As células sdo mantidas em contato com o
CV em temperatura ambiente por aproximadamente 20 min. Em seguida, a solu¢do de CV ¢
removida, e os pog¢os sdo lavados com 4gua Milli-Q. O corante que ficou ligado ao DNA das
células ¢ solubilizado por uma solugdo de metanol; a absorbancia da solugdo pode ser medida em
um espectrofotdmetro em aproximadamente 570 nm (Figura 1d).” Finalmente, a viabilidade celular
pode ser avaliada pela Eq.(1), a partir das medidas referentes as células que foram tratadas (Am) e
as sem tratamento (-Act). O aumento no valor da absorbancia dos pogos onde houve tratamento
com algum agente quimico ou estimulo extracelular indica maior nimero de células viaveis em
relacdo ao controle. A coloragdo de células com CV ¢ considerada um ensaio rapido, simples e
reprodutivel para avaliar a citotoxicidade celular in vitro. No entanto, deve-se ter cautela, pois as

etapas de lavagem podem remover algumas células viaveis.

Absorcao de vermelho neutro (neutral red uptake-NRU)

O vermelho neutro (3-amino-7-dimethylamino-2-methyl-phenazine hydrochloride) ¢ um corante
catidnico fraco capaz de penetrar nas membranas de células saudaveis por difusdo passiva ndo
ionica e se acumular nos lisossomos. Ao passar pela membrana do lisossomo, o corante fica
carregado positivamente ja que o pKa do vermelho neutro (pKa = 6,8) ¢ maior que o pH do

lisossomo (pH 4,8), e fica preso dentro dessa organela.® Esse ensaio foi desenvolvido por
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3 e desde entdo tem sido aplicado em diversas areas da pesquisa

Borenfreund e Puerner,
biomédica.**>*! No ensaio de NRU, as células plaqueadas e tratadas sdo incubadas com o vermelho
neutro na concentracdo de aproximadamente 25-40 pg/mL, por 2-4 h. Em seguida, o corante ¢
removido, e as células sdo lavadas cuidadosamente com PBS. O corante que ficou concentrado no
lisossomo ¢ solubilizado com uma solucio de descoloragdo (50 % de etanol, 49 % de agua, e 1 %
de acido acético glacial) em agitacdo constante protegido da luz. Apds 1 h, as solucdes sao
conduzidas a um espectrofotometro ou leitor de placas para medida da absorbancia maxima do
vermelho neutro em 540 nm (Figura 1e).”*> A viabilidade celular é diretamente proporcional a
quantidade de vermelho neutro extraido das células, portanto proporcional a medida de absorbancia.
O calculo pode ser realizado a partir da Eq.(1). Embora o NRU seja menos utilizado que outros

ensaios colorimétricos discutidos aqui, como o MTT, esse ensaio é mais econdmico,*

apresenta
limitagdes relacionadas 2 imi de cobre,* e pod tilizad
menos limitagoes relacionadas a agentes quimicos, como compostos de cobre,™ ¢ pode ser utilizado
ios sob condigdes acidas.*> N i 1 limitagd d
em ensalos sob condigoes acidas. 0 entanto, existem algumas limitagoes quanto ao uso de

substancias volateis, instaveis e com baixa solubilidade.®

AVALIACAO E COMPARACAO ENTRE METODOS COLORIMETRICOS

Encontrar o método ideal que atenda as suas necessidades as vezes pode ser uma tarefa desafiadora.
Fatores como a linhagem celular, densidade celular, ponto final da reagdo, a dosagem dos reagentes,
limitacdes das substincias quimicas, sensibilidade de detec¢do do método, e a facilidade de
manipulagdo devem ser avaliados.®*¢ Apesar do ensaio de MTT ser popularmente utilizado,
algumas vezes no é recomendado. Sliwka e colaboradores observaram que o ensaio de CV ¢ mais
confidvel que o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade na linhagem celular HT-29 expostas a
dois agentes anticancerigenos.*’” O ensaio de citotoxicidade de nanoparticulas (NP) também deve
ser cuidadosamente escolhido ja que algumas NP apresentam atividade dptica. A presenga de NP de
negro de fumo reduziu significativamente o sinal de absorbancia dos ensaios de MTT e CV na
avaliagdo de citotoxicidade em HaCaT.* Compostos naturais como kaempferol, resveratrol, e
alguns antioxidantes também podem interferir na medida de absorbancia do ensaio de MTT.* Por
outro lado, Fotakis e Timbrell®® reportaram que o ensaio de MTT e NRU parecem ter mais

sensibilidade do que o ensaio de LDH na avaliacdo da citotoxicidade de HTC e HepG2 expostas a
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CdCl. Ja Bacanli e colaboradores’! relatam que ndo ha diferenca entre os resultados obtidos na
viabilidade de células V79, HeLa e BT-474 por meio dos método NRU e MTT. Vajrabhaya e
Korsuwannawong>? indicaram que os ensaios SRB ¢ MTT geraram dados similares para avaliar a
citotoxicidade da planta Clinacanthus nutans em linhagem L929. Além da cultura celular em
monocamada, o crescimento celular também pode ser realizado em scaffolds tridimensionais (3D).
Biomateriais provenientes de polissacarideos e proteinas sao amplamente utilizados no campo da
medicina regenerativa a fim de mimetizar a organizagdo in vivo.>®> Ensaios de MTT e LDH foram
efetivos para medir a viabilidade em células hepaticas HepG2 encapsuladas em matrizes de
alginato>* e células-tronco mesenquimais humanas (hADSCs) em hidrogel de quitosana.’> Debnath
e colaboradores® reportaram que a atividade metabdlica de células-tronco mesenquimais cultivadas
em hidrogel aumentou mais que 100 % apo6s 4 dias de cultivo. Ensaios de CV, NRU, e SRB
também foram utilizados para avaliar a viabilidade celular de células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea de rato (BMSC)*, fibroblastos de camundongo 1.929%7, e fibroblastos dérmicos
humanos NHDF>®, respectivamente, cultivadas em hidrogéis. A Tabela 1 apresenta biomateriais
utilizados como suportes para proliferacdo celular e como carreador de farmacos, e o tipo de ensaio
colorimétrico utilizado. No entanto, a complexidade dos suportes pode apresentar um desafio
adicional no design experimental. H4 um risco ao aplicar tais métodos colorimétricos, pois 0s
ensaios em sistemas 2D podem ndo funcionar igualmente para ensaios em 3D.>° Fatores como a
densidade celular, volume do meio, tempo de exposicdo ao tratamento, dosagem dos reagentes

devem ser otimizados e padronizados na presencga do sistema 3D.%°

Tabela 1. M¢étodos colorimétricos (MC) utilizados para avaliar a viabilidade celular e

citotoxicidade em hidrogéis sintetizados para aplicacdes biomédicas.

Biomaterial Linhagem celular MC Aplicaciao Ref.
Quitosana (Quit) células-tronco hADSCs MTT/LDH | Regeneracao tecidual 33
Quit/AuNPs Células epidérmicas XTT/MTT | Antibacteriana; 61

(CCD 1106 KERTr) Entrega de farmacos
Quit/Gelatina/vidro bioativo células-tronco BMSC CV Regeneragéo tecidual 36
Colageno/Quit Fibroblastos MEF/HSF XTT/CV Suporte cellular 62
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Quit/alginato Fibroblastos 1.929 NRU Proliferagédo cellular 40

N-trimetil Quit/ carboximetil | Células de pulmao (Wi38) | NRU Liberagdo de fArmaco; 41

xantana antibacteriana

Carboximetilamido/PVA/Ag | Fibroblastos NHDF SRB Antibacterianos 58
CONCLUSAO

Os ensaios colorimétricos sdo amplamente aplicados em diferentes areas da pesquisa biomédica. No

entanto, ¢ um desafio escolher o método ideal que atenda as necessidades de cada design

experimental. Apesar das vantagens como agilidade, baixo custo e facilidade de aplicagdo, apenas o

uso de ensaios colorimétricos ndo ¢ suficiente para determinar o crescimento celular, pois erros

potenciais podem ocorrer, principalmente em culturas 3D.® A viabilidade celular em sistemas 3D

deve ser avaliada em combinacdo de diversos protocolos como atividade metabolica, integridade da

membrana celular, e técnicas fluorescentes a fim de obter resultados confiaveis.
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