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E assim nasce a… toxicologia

“All substances are poisons. There 
is none which is not a poison. The 
right dose differentiates the 
poison from a remedy” 

Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von 
Hohenheim, mais conhecido por Paracelcius
(1493-1541) foi um médico, alquimista, físico, 
astrólogo e ocultista Suiço-alemão. 
Seu pseudónimo significa "superior a Celso 
(médico romano)". 
Também é aclamado pelo seu trabalho na
Química e como fundador da Bioquímica e da 
Toxicologia.
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Células epiteliais do rim do macaco
verde africano (”Vero cells”) 

Previously Cercopithecus aethiops
Now Chlorocebus sp.
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Células epiteliais do rim do 
macaco verde africano
(”Vero cells”) 

Vero cells are a lineage of cells used in cell cultures. The lineage was developed in 1962, by Yasumura
and Kawakita (Japan). The original cell line was named ”Vero”: Verda reno which means "green
kidney" in Esperanto; vero means "truth" in Esperanto.

Vero Cells lineages are:
- continuous (can be replicated through many cycles of division and not become senescent)
- aneuploid (has an abnormal number of chromosomes).
- unlike normal mammalian cells, Vero cells are interferon-deficient (do not secrete interferon

alpha or beta when infected by viruses). However, they still have the interferon alpha or beta
receptor, so they respond normally when recombinant interferon is added to their culture media.



28-Apr-21 5

Aplicações das células Vero
Vero cells are used for many purposes including:
a) Screening for toxins
e.g., E. coli toxins, which were first named "Vero toxin" after this cell line, (now they are called “Shiga-
like toxin” due to its similarity to the toxin isolated from Shigella dysenteriae)

b) as host cells for eukaryotic parasites
e.g., trypanosomatids [protozoan parasites of the class Kinetoplastida predominately restricted to
invertebrate hosts (i.e., monoxenous life-cycle) but several genera are pathogenic to humans, animals
and plants, and have an invertebrate vector that facilitates their transmission (i.e., dixenous life-
cycle)]

c) As host cells for growing viruses
e.g., to measure replication in the presence or absence of a research pharmaceutical, the testing for
the presence of virus (e.g. rabies, influenza, etc.), or the growth of viral stocks for research purposes
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Avaliação da citotoxicidade de produtos com potencialidade
antiviral, em diferentes condições de cultura das linhas celulares
Vero e Vero E6, utilizando diferentes métodos colorimétricos

Orientado por: Prof. Dra. Maria Filomena Caeiro

Estudo Orientado em Biologia Molecular e Genética
27.06.2018
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» As plantas e derivados estão ligados a terapêuticas para combater vírus: 

Solidago virgaurea L. + Ribavirina

Fármaco antiviral – nucleosídeo sintético que bloqueia a 
síntese de ácidos nucleicos; eficaz em vírus de DNA e RNA 
(e.g., sensibilidade in vitro: adenovírus, vírus da febre
hemorrágica da Crimeia-Congo, hepatite A, hepatite C; vírus
herpes simplex tipo 1 e 2, HIV (VIH), influenza vírus tipo A e B, 
vírus do sarampo, vírus parainfluenza, vírus da febre amarela)

Extractos aquosos desta planta tem capacidade e 
potencialidade anPviral para alguns vírus (e.g.  
vírus Influenza A subPpo H5N1 e outros vírus
Influenza, HIV, e o vírus herpes simplex Ppo 2)



[Soro Fetal Bovino] (FBS, Biochrom é o suplemento mais u6lizado em
cultura de células eucarió6cas in vitro) 

Linha Celular

Confluência

» Em meio suplementado com soro a 10% as células dividem-se rapidamente;

» Poucos dados sobre citotoxicidade em células culSvadas em meio suplementado com soro
a 2%;

» As linhas celulares apresentam diferentes taxas de crescimento.

» Confluência é a esSmaSva do número de células que aderiram à placa de cultura, isto é, a
proporção de superYcie coberta por células.

» As diferentes linhas celulares apresentam taxas de crescimento diferentes e,
consequentemente, aSngem a confluência em diferentes tempos após a sua subcultura
(e.g., as células Vero mulSplicam-se mais rapidamente do que as células Vero E6)



Objetivos

1. Avaliar possíveis diferenças de efeito citotóxico tendo em 
conta diferenças nas condições experimentais:

2. Determinar qual ou quais o(s) melhor(es) teste(s) 
colorimétrico(s) se adequa a ensaios de viabilidade celular

Diferentes
linhas
celulares

I
Diferentes
[FBS]

II Diferentes
níveis de 
confluência

III



Extracto aquoso de flores de Solidago virgaurea L. 
(0-700 µg/ml)

Ribavirina (0-250 µM)

CC50 – [] à qual se observa perda de viabilidade de 50% das células hospedeiras
CMNC – [] máxima não citotóxica

(IS – índice de selectividade ou terapêutico = CC50/IC50)



Alguns exemplos de testes com organismos do solo
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NOEC – No observed effect concentra@on. 
LOEC – Lowest observed effect concentra@on. 
EC50 – median effec@ve concentra@on. It is the concentra@on of the substance that causes a specific toxic effect to 50% of the test organism



Teste do MTT (brometo)
O ensaio de redução do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) é
um método rápido, frequentemente usado para medir proliferação celular e acitotoxidade.

O teste é baseado na redução do MTT, um sal amarelo solúvel em água, pelo efeito da 
atividade metabólica celular ligada ao NADH e NADPH, formando cristais insolúveis de 
formazan, de coloração azul ou roxa. A coloração azul ou roxa é, portanto, um 
quantificador da viabilidade das células. 

Esse mecanismo envolve a atividade da enzima desidrogenase mitochondrial; as células
metabolicamente ativas irão converter o MTT, enquanto que células mortas não serão
capazes de realizar essa conversão. A redução do MTT está associada às mitcôndrias, 
citoplasma, e membranas não-mitocondriais (incluindo a membrana plasmática e os
lisossomas-endossomas).



Teste do MTT (brometo)
Descartar 

meio da P96
50 µL de MTT a 250 
µg/mL

90 min
37°C 100 µL de 

DMSO
30 min

agitação às escuras
Temperatura ambiente

Leitura a 570 nm



[FBS] e Linha Celularb

Extracto aquoso de flores de S. virgaurea

Concentração Vero Vero E6 Concentrações Vero Vero E6

500 10% 18% 700 13% 81%

350 9% 28% 500 92% 96%

250 16% 58% 350 103% 88%

175 98% 72% 250 97% 96%

125 102% 78% 175 98% 92%

87,5 103% 71% 125 98% 82%

0 100% 100% 0 100% 100%

DMEM-FBS2 DMEM-FBS10

Ribavirina apresenta resposta semelhante• Culturas sub-confluentes
• Teste do MTT
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CC50 e CMNC

Extracto aquoso de flores de S. virgaurea

Vero Vero E6

CMNC 161 482 54 549

CC50 237 624 265 - (*)

DMEM-FBS2 DMEM-FBS10 DMEM-FBS2 DMEM-FBS10

Resultados variáveis caso haja 
alteração do nivel de confluência das 

culturas• Culturas sub-confluentes
• Teste do MTT e CV



Níveis de confluência

Extracto aquoso de flores de S. virgaurea - Vero

Concentração Média D. padrão Viabilidade Média D. padrão Viabilidade

300 0,1009 0,00782 5% 0,0871 0,04274 7%

250 0,3115 0,02348 17% 0,1160 0,02401 10%

200 0,8911 0,19270 47% 0,4316 0,06230 36%

150 1,5626 0,13339 83% 0,8511 0,03954 71%

100 1,6856 0,10652 90% 0,9305 0,06992 78%

0 1,8780 0,13952 100% 1,1943 0,12890 100%

Culturas Confluentes Culturas Sub-confluentes

Ribavirina apresenta resposta semelhante
• Em DMEM-FBS2 
• Teste do CV



Níveis de confluênciab
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CC50

CMNC

Teste de brometo de (3-
(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolio (MTT)

Teste do Vermelho 
Neutro (VN)

Teste do Cristal 
Violeta (CV)

CC50 – [] à qual se observa perda de viabilidade de 50% das células hospedeiras
CMNC – [] máxima não citotóxica

(IS – índice de selectividade ou terapêutico = CC50/IC50)



Descartar 
meio da P96

100 µL de formaldeído 1% em PBS-A

30 min
agitação à temperatura ambiente 50 µL de CV a 0,2% em 50% 

metanol

Teste do Cristal Violeta

0,4% de CV em 100% 
metanol

0,2% de CV em 50% 
metanol

0,1% de CV em 25% 
metanol



Teste do Cristal Violeta
Descartar 

meio da P96

100 µL de formaldeído 1% em PBS-A
30 min

agitação à temperatura 
ambiente

50 µL de CV a 0,2% em 50% 
metanol20 min

agitação às escuras
Temperatura 

ambiente

150 µL de SDS 1%
Incubação

Leitura a 570 nm

100 µL de SDS 1%

200 µL de SDS 1%

150 µL de SDS 1%



Teste do Vermelho Neutro
Descartar 

meio da P96

50 µL de VN
90 min

37°C 100 µL de formaldeído 1% em PBS-A
15 min

agitação às escuras
Temperatura 

ambiente

100 µL de solução solubilizadora
Incubação

Leitura a 546 nm

5mg/mL    

1mg/mL

50 µg/mL



E6.2

Concentrações MTT VN CV Concentrações MTT VN CV

500 10% -4% 6% 700 13% -3% 9%

350 9% -2% 6% 500 92% 50% 100%

250 16% 8% 9% 350 103% 65% 99%

175 98% 82% 101% 250 97% 68% 102%

125 102% 84% 100% 175 98% 65% 96%

87,5 103% 78% 103% 125 100% 72%

0 100% 100% 100% 0 100% 100% 100%

DMEM-FBS2 DMEM-FBS10

Ribavirina apresenta resposta semelhante• Culturas sub-confluentes

Qual o(s) melhor(es) método(s) para 
avaliar citotoxicidade? 



Conclusões

1. Nivel de confluência e linha celular induz diferenças significativas

2. A concentração de soro utilizada é o maior fator de diferença entre os
resultados. => necessidade de executar testes de citotoxicidade quando
procuramos determinar CC50 e CMNC

3. Brometo (MTT) e cristal violeta (CV) como melhores testes de avaliação
da citotoxicidade
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Resveratrol inhibits the replicaion of severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in cultured Vero cells 

Full-time: Vero cells pre-treated with 50 μM RES for 2 hr, then RES and virus at a 
multiplicity of infection of 0.01 were simultaneously added into cells for 1 hr. 
Afterwards, the virus-RES mixture was removed, and the cells were cultured with 
medium containing 50 μM RES for 48 hr. 
Pre-infection treatment: 50 μM RES was added to the cells for 2 hr only, removed 
and added virus for 1 hr, and then removed the virus and continuously cultured with 
fresh medium for 48 hr. 
Infection experiment: RES and virus were simultaneously added into cells for 1 hr, 
washed and replaced with fresh medium for 48 hr. 
Post-infection treatment: virus was added to allow attachment for 1 hr, washed and 
replaced with fresh medium contained 50 μM RES for 48 hr. 


