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PATENTE N2. 86 029

"médtodo para a determinagdo da ve

locidade de crescimento celular"®
para que

SMITHKLINE BECKMAN CORPCRATION,
pretende obter privilégio de in-
veng83o em Portugal.

RESUMDO

0 presente invento refere-se ao método para deter
minag8o da velocidade de crescimento de celulas crescen-
do in vivo e in vitro. As células s3o marcadas com coran
tes de cianina e as alterag¢Bes nos niveis de corante de
cianina na membrana plasmdtica s8o usadas para determi-
nar a velocidade de crescimento. As determinagles da ve-
jocidade de crescimento celular s8o utilizadas para moni
torizar enxertos de células de medula éssea transplanta-
das e o crescimento de células epiteliais da cbrnea apbs
cirurgia. O método descrito é também usado para determi-
nar a sensibilidade de células tumorais a agentes de te-
rap8utica do cancro, a sensibilidade de leveduras a agen
tes antifdngicos, e a sensibilidade de bactérias a agen

tes antibacterianos.
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MEMGRIA DESCRITIVA

antecedentes do Invento

Campo do Invento

Este invento refere-se a novos métodos para medir a

velocidade de crescimento celular in vivo e in vitro.

Informac8oc Anterior

Actualmente, h& dois métodos usuais para medir o
crescimento celular, Um processo consiste en contar o nd-
mero de células no infcio de um perfodo de examinagfo e
depois contar o nlmero de células no final desse periodo
para medir o aumento no ndmero de células. A contagem ce-
lular pode ser conseguida usando métodos microscébdpicos
com um hemocitémetro ou por métodos auxiliados por instru
mentos, usando um Contador Coulter ou outro citdémetro de
fluxo. Cutra metodologia para medir o crescimento celular
consiste em determinar o consumo de timidina tritiada
usando processos de contagem beta., Nesta metodologia, o ng
mero de células & determinado no infcio da experiéncia e
depois a timidina tritiada & colocada junto das células.

A intervalos periédicos, porcdes da cultura sf8o removidas,
contadas, e lavadas para ficarem isentas de timidina tri-
tiada n8c ligada, Estas porgBes lavadas s8o ent8o submetl
das a precipitagf%o com Acido Tricloroacético (TCA) segui-
do de contagem por cintilag®o do precipitado sélido radig
activamente marcado para medir a incorporag8o da timidina
tritiada no ADN. Esta metodologia mede sbmente a velocidade
de sintese do ADK e n8o mede o crescimento celular per se,
Devido A& relativa facilidade desta metodologia, é geralmen
te a metodologia de escolha quando se observa a estimulagdo
celular. Cutro processo usado para determinar a activida-
de da proliferag¢8o celular consiste em oObservar o nimero

de mitoses por centena de células em qualquer tecido sob

observacgdo, Esta metodologia nfo é extremamente precisa por
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que o processo de preparag8o leva a perda de células. Em
geral, estes ensaios funcionam bem in vitro mas s&o aiff

ceis de aplicar a medig¢Bes de crescimento celular in vi-

vo.

A velocidade de crescimento dos tecidos pode ser
avaliada removendo o tecido e monitorizando os impulsos
in vitro da incorporagdo da timidina tritiada. O tecido
é seccionado em sec¢les de 3C micra e é exposto a timidi
na tritiada durante trinta (3C) minutos., A timidina tri-
tiada n%o incorporada &€ lavada e uma emuls¥So nuclear é
colocada sobre a secg8o onde desintegragdes de radioisé-
topo expdem a pelicula, A emuls¥o é revelada e fixada;o
tecido & corado com corante Hematoxilina e Eosina; de-
pois a secg8o é examinada microscopicamente para determi
nar a frac¢fo marcada. Esta técnica é trabalhosa e demo-

rada.

Os corantes cianina tém sido usados em diversas
aplicagdes biolbgicas. Os corantes de dioxacarbocianina
t&m sido utilizados para efectuar contagens diferenciais
de glébulos brancos. Gunter Valet, Max Planck Ges Wis~-
sensch; NUmero de entrada da Patente 84-102307/17, Deter-
minacH%o Quantitativa Simultdnea das Células_do_Sangue por
Colorac8o selectiva e Medic8o do Volume e da Fluorescén-

cia, Os corantes utilizados nestes estudos, contudo, sdo
corantes de carbocianina de cadeia curta (com menos de
dez carbonos) e respondem a alterag8es nos pontenciais da
membrana. Além disso, os corantes de carbocianina de ca-
deia curta entram para dentro das mitocéndrias das célu-
las, s¥o citotbdxicos, e, quando as cédlulas s3o lavadas,
estes corantes escoamse facilmente para fora da célula
quer o potencial da membrana seja alterado ou ndo. Outros
corantes de cianina alifdticos de cadeia curta s8o usados
em muitos outros ensaios biolédgicos. As moléculas de ca-
deia curta, contudo, respondem a potenciais de membrana e
atravessam a merbrana celular, penetrando dentro da
mitocéndria., H. M. Shapiro, Patente U.S.A. Némero
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4,343,782, de 10 de Agosto de 1982, Cs corantes de cadeia
curta s%o tambdm téxicos para as células e n3o podem ser
usados para determinar a velocidade do crescimento celu-

lar,

Os corantes de tricarbocianina (Fox, R. J. e col.,
Proc. Mayo Clinic, 32:478-484, 1957) e o corante Azul de
Evans (Schad, H., et al., Pfluegers Arch, Fur, J. Physi-
ol., 370(2):139-144, 1977) t8m sido usados in vivo para
avaliar o débito cardfaco através de um método de dilui-
¢%o0. Dow (Dow, P., Physiol, Rev,., 36:77-1C2, 1956) des-

creve o processo como injecgdo de uma quantidade conheci
da de um indicador intravascular no lado venoso dos pul=-
m8es, e medig¥o no curso de tempo,de concentragdo arteri
al do indicador para determinar o volume entre os pontos
de injecc8o0 e de amostra, Estes corantes ndo s¥%o usados

para corar células.

Sumédrio do Invento

O invento consiste em novos métodos para medir a
velocidade de crescimento celular. De acordo com O pre=-
sente invento, as células viaveis szo em primeiro lugar
marcadas com corantes cianina. A velocidade de crescimen
to celular & determinada medindo as alteragBes nos niveis
de corante cianina nas membranas plasmdticas das células
filhas derivadas de células m¥e marcadas com corante cia
nina, O0s métodos inventados para medir o crescimento s3o
usados, por exemplo, in vivo para monitorizar a cura do
epitélio corneano, e o enxerto de células de medula és=
sea transplantadas. As aplicagles in vitro dos processos
inventados incluem a determinag&o da sensibilidade de cé
Julas tumorais e diversos agentes quimioterapéuticos.

Breve Descric8o dos Desenhos

A Figura 1 é um gréfico mostrando as diminuigdes

de intensidade da fluorescéncia celular como uma fungdo
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do tempo.

A Figura 2 é um grdfico mostrando as curvas de cé-

lulag coradas e nfo coradas.

A Figura 3 é um gréfico mostrando a falta de trans
fer&ncia de corante de células coradas para ndo-coradas,

A Figura 4 & um gr&fico comparando a cinética das
cédlulas e da fluorescéncia,

Descric8oc Detalhada do Invento

No método do invento para a determinagdo da veloci
dade do crescimento celular, as células s8o marcadas com
corantes cianina, Os compostos possuindo a seguinte estru
tura s8o referidos aqui como corantes cianina:

o’ Y I~z
l 2>——4cH=CH)m-CH:=<< j:I::::]]
AN ;T Y R
(?fiz)n_l (?Hz)n-l
CHy CHj

na qual:

Y é oxigénio, enxofre, metileno ou metileno substi
tuido por alquilo;

mé 0-3; e

n é 12-22,

Como aqui usado, metileno substituido por alquilo
refere-se a metileno mono ou di- substitufdo possuindo
qualquer combinag3o de substituintes metilo, etilo, ou

propilo.

0s compostos de estrutura acima sf8o referidos pela

férmula empirica geralmente aceite:
DiYCn(2m+l)

Sims, P. J., et al,, Biochem, 13:3315 (1974). Assim, por



66 854 s

Ref: SKB CASE 14348 &w*’“ p——
& -
Foo Bt
STl
-

exemplo, o composto no qual Y é enxofre e possuindo trés
dtomos de carbono fazendo ponte entre os anéis e duas ca
deias aliféticas de catorze &tomos de carbono é referida
por DiSC14(3). De forma semelhante, DiICl4(5) indica o
composto no qual Y é isopropilo, e possuindo cinco &to-
mos de carbono fazendo ponte entre os anéis e duas cadei
as aliféticas de catorze 4tomos de carbono,

Tnclufdos nos compostos aqui referidos como coran=-
tes cianina est8o os compostos da estrutura acima possu-
indo uma ou mais substitui¢des desde que tais compostos
substituf{dos sejam soldveis num meio marcador de células
durante o tempo necessdrio para que a marcagdo seja fei=-
ta e tenham um coeficiente de divis8o de membrana sufici
entemente elevado para se manterem associados a membra-
nas celulares marcadas, Tais compostos, n8o podem, além
disso, afectar significativamente a viabilidade celular
nas concentrag8es necessériss para a marcag8o. A solubi-
lidade no meio de marcag8o das células é determinado, co
mo se mostra abaixo, dispersando um corante cilanina no
meio de marcac%o e, atravéds de técnicas espectrofluoromé
tricas padr8o, medindo a intensidade da fluorescéncia ao
longo do tempo. A diminuig¢So da intensidade da fluores-
céncia indica precipita¢8o do corante e aderéncia as pa-
redes dos vasos. Para determinar se os corantes se man-
t&m associados as membranas celulares usam-se, por exem-
plo, processos citométricos de fluxo conhecidos para mo-
nitorizar a intensidade de fluorescéncia dos glébulos
vermelhos reinjectados no animal dador apds a marcag¥o.
Intensidades de fluorescéncia essencialmente constantes
das células marcadas apds reinjec¢8o determina a estabi-
lidade do corante nas membranas celulares.

Os corantes cianina usados no presente invento po
dem ser adquiridos de diversas fontes tais como Molecular
Probes, Inc., Eugene, Oregon, e podem ser preparados a
partir de materiais de partida disponiveis usando méto-
dos sintéticos conhecidos, Hamer, F. M., Os Corantes Cia=-
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nina e Compostos Relacionados, Editores Interscience
(1964) .

Usando os métodos descritos, qualquer célula vid-
vel pode ser marcada com corantes cianina. Como aqui usa
do, o termo célula inclui células nucleadas tais como
glébulos brancos, diversas células tumorais, outras célu
las de mam{feros (por exemplo, células de cultura de te=-
cidos), leveduras e bactérias, Uma célula é vidvel se
for capaz de crescer ou funcionar essencialmente da for-
ma prevista para células do seu tipo.

A maréagao celular & efectuada num meio que é n8o
-letal para as células e que proporciona reprodutibilida
de da marcag8o celular, Para dar ao meio as caracteristi
cas. necessdrias usam-se agentes reguladores da osmolari
dade nos quais os corantes cianina formam solug8es estd-
veis durante o tempo necessdrio para a marcagfo. Agentes
reguladores da osmolaridade aceitdveis incluem agentes
tais como agicares, por exemplo monossacdridos tais como
glucose, frutose, sorbose, xilose, ribose, e dissacdri-
dos tais como sacarose, alcéois de agucar, tais como ma=-
nitol, glicerol, inositol, xilitol, e adonitol, aminodci
dos tais como glicina e arginina, e certos tamples de
Good tais como 4cido-N-tris(hidroximetil)-metil-3-amino-
propanossulfénico, e aqueles indicados no Quadro II abai
x0. Good, N. E., e col., Biochem, 15, 467-477 (1966},
Good, N. E. e S. Izawa, Methods Enzymol., 24 Parte B, 53
(1968), Feguson, W. J., € col., Anal, Biochem. 104:
301-310 (1980)., Algumas linhas celulares, contudo, podem

ser sensiveis a um ou mais dos agentes reguladores da os

molaridade, especialmente dlcoois de agﬁcar. Assim, an-
tes da marcagdo, s8o efectuados testes padrfo para asse
gurar que as células s8o vidveis no agente regulador da
osmolaridade pretendido. Adicionalmente, podem-se adicio
nar pequenas quantidades de agentes tamponantes ao meio
de marcac8o para regular a concentrag¢do do i¥o hidrogé-

nio.
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O efeito sobre a viabilidade celular de exposigdo
a uma variedade de agentes reguladores da osmolaridade
foi determinada medindo o tempo de duplicag¥o de células
Yac apds as células serem expostas durante trinta minu-
tos a uma variedade de agentes reguladores de osmolarida
de. As células Yac s%o uma linha celular de cultura de
tecido de linfoma de rato publicamente disponivel atra=-
vés do American Type Culture Collection e estd descrita
por Kiessling, R., European J. Immunology 5:112-117
(1975). Como os dados indicados no quadro 1 demonstram,

em comparag8o com fosfato tamponado salino, que a expo-
si¢80 a sacarose, glucose e aos tampdes de Good: TAPS,
CAPS, EPPS, HEPPSCO, e DIPSO, resultaram em efeitos insi-
gnificantes sobre o tempo de duplicagdo das células o que
indica a auséncia de toxicidade celular relacionada com a

exposigdo,.

Quadro 1

Agente Regulador da Osmolaridade Tempo de Duplicac8o (Horas)

Fosfato Tamponado Salino 31,0
Sacarose 41,0
Glucose 34,5
TAPS 32,7
CAPS 45,8
EPPS 32,2
HEPPSO 23’4
DIPSO 36,7

Kcido 3-amino-l-propanossulfédnico 99,6
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Quadro 1 (Continuagdo)

Agente Regulador da Osmolaridade Tempo de Duplicacdo (Horas)

Acido 3-(N-morfolino)propanos- A
sulfédnico de sébdio

2-Amino~2-metil~l,3-propano- B
diol

2-Amino-2-metil-l-propanol B

Acido N-tris(hidroximetil)meti B
laminoetanossulfénico (TES)

Acido N,N-bis(2-hidroxietil)-2- A
-aminoetanossulfbénico (BES)

Acido 3-(ciclohexilamino)-2-hi A
droxi-l-propanossulfénico
(CAPSC)

Trietanolamina B

Tris(hidroximetil)aminometanol B
(TRIZMA)

Bis-Tris-propano B

Acido 2-(N-morfolino)etanossul B
fénico (MES)

Kcido 3-/dimetil(hidroximetil) A
metilamino/-2-hidroxipropanos-
sulfénico (ANMPSO)

N,N-bis(2-hidroxietil)glicina 57,7

(BICINE)

A - Nenhum crescimento ou parcialmente citotédxico.
B - Altamente citotdxico
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Quadro 1 (Continuagdo)

Agente Regulador da Csmolaridade Tempo de Duplicac8o (Horas)

3-/13-Colamidopropil)dimetilamp B
nio/=l=propanossulfonato
(CHAPS)

Acido 3-/N-tris(hidroximetil)me 63,6

tilamino/~-2-hidroxipropanossul
fénico (TAPSQC)

Acido 3-(N-morfolino)=-2-hidroxi 178,4
propanossulfénico (MOPSO)

Acido 2-/(2-Amino~2-oxoetil)ami 1038,4
no/etanossulfédnico (ACES)

Bis(2-hidroxietil)imino-tris- A
-(hidroximetil)metano
(BIS~TRIS)

Acido 2-(N-ciclo-hexilamino)eta- 51,5

nossulfdédnico (CHES)

N-tris-(hidroximetil)metilglici A
na (TRICINE)

Glucosamina 288,4
Imidazol B
Glicilglicina 66,9

A - Nenhum crescimento ou parcialmente citotédxico.
B - Altamente citotdxico.
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O Quadro II mostra diversos agentes reguladores
da osmolaridade que foram examinados em relagfo a solu-
bilidade do corante cianina., Todas as medig8es da concen
trag¥o foram efectuadas apds remog¥o dos precipitados
por centrifugag¥o e dissolvendo pequenas porg8es de agen
tes reguladores da osmolaridade contendo corantes ciani-
na em etanol para andlise espectrofluorométrica, Os co=-
rantes usados foram DiSCl4(5) e DiOCl4(3), e os agentes
reguladores da osmolaridade estavam a concentragdes iso-
-osméticas em relac8o as células de mamifero. As redu-
¢8es na intensidade da fluorescéncia a partir de solugfo
de etanol padr8o est8o directamente relacionadas com as
redugBes na solubilidade do corante cianina.
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Quadro II

Intensidade de Fluores-
c&ncia Relativa (CONC)

Agente Regulador da Osmolaridade DiSC14(5) Diocl4(3)

S————

Etanol 100 100
Glucose 31 100
Frutose 35 100
Sorbose 40 100
Sacarose 41 100
Xilose 36 19-52
Ribose 24 100
Lixose 0,12 1,8
Glicina 31 93
Arginina 17 17,2
Glicerol 39 99,5
Inositol 42 92
Xilitol 34 76,4
Manitol 29 %*
Adonitol 34 ND
Acido Tris(hidroximetil)-meti- 18 ND

laminopropanossulfénico (TAPS)

Acido 3-(ciclo-hexilamino)-1- 40 ND
-propanossulfénico (CAPS)

Acido N-(2-hidroxietil)pipera- 18 ND
zina=N'-3=-propanossulfénico
(EPPS)

% Precipitado em etanol, nenhum dado obtido
*% Artefacto devido a grandes cristais que ndo formaram

pelota.
xxx Precipitado em etanol (dado duvidoso)

ND n8o determinado
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Quadro II (Continuacf0o)

Intensidade de Fluores-
céncia Relativa (CONC)

Agente Regulador da Csmolaridade DiSC14(5) Diocl4(3)

Acido N-2-hidroxietilpiperazi- 20 ND
na-N'-2-~hidroxipropanossulfé- '
nico (HEPPSO)

Acido 3-/W,N-bis(2-hidroxietil) 43*xx ND
amino/-2=hidroxipropanossulfd-
nico (DIPSO)
NaCl 6 1,7
Fosfato Tamponado Salino 2,1 6,5
Nal 1,1 0,14
Cloreto de Colina ll*x 6,3
Iodeto de Colina 0,16 2,3

x Precipitado em etanol, nenhum dado obtido.
%% Artefacto devido a grandes cristais que n3o formaram

pelota .
x%%x Precipitado em etanol (dado duvidoso).

ND nf8o determinado.

Como se pode ver a partir do Quadro II, os coran-
tes cianina s¥%o muito menos sollveis na presenca de sais
cldssicos que na presenga de agicares, excepto lixose,
dlcoois do agﬁcar, aminodcidos, e os tamp@es de Good,
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TAPS, HEPPSO, DiPSO, CAPS, e EPPS, Adicionalmente, deter
minou-se a estabilidade de soluglo Discl4(5) em agdcares
tais como glicose, frutose, ribose, sorbose, sacarose, e
xilose,élmnks&?a@kmr tais como glicerol, inositol, xili
tol, e adonitol, e aminodcidos tais como glicina, e argi
nina. O corante cianina era estdvel nas solugBes testa=-
das durante pelo menos vinte minutos, o que é tempo sufi
ciente para a marcag8o ser reprodutivel, e em muitos dos
agentes a quantidade de corante cianina na solug¢gfo nfo
tinha diminuido significativamente aos sessenta minutos,

Além disso, avaliou-se a solubilidade dos coran-
tes cianina num meio contendo sais cléssicos e regulado-
res da osmolaridade nos quais os corantes eram solidveis.,
A solubilidade de DiSCl4(5) em solu¢¥o iso-osmbtica de
glucose nd3o foi significativamente afectada pela diluig8o
com 4gua destilada., A solubilidade de DiSCl4(5) em solu=-
¢80 iso-osmbética de glucose foi, contudo, reduzida signi
ficativamente pela diluig¢&o com apenas cerca de 20% de solugto
de cloreto de sédio também iso-osmbtica. Assim, a marca-
¢30 celular reproduti{vel com corantes cianina pode ser
afectada em meios contendo ndo mais que pequenas quanti-
dades de sais cldssicos, tais como cloreto de sédio, clo
reto de potdssio, cloreto de cdlcio, acetato de sédio,
acetato de potdssio, sulfato de sbdio, iodeto de sédio,
cloreto de colina, ou iodeto de colina, e é efectuada,
de preferéncia num meio no qual n¥o sejam usados quais=-

quer sais clédssicos para regular a osmolaridade.

Células marcadas com corante cianina usando o mé-
todo aqui descrito foram analisadas para determinar o e=-
feito da marcagdo sobre a viabilidade celular, As célu-
las V79, gque est8o disponiveis a partir do American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, e que est8o des
critas no Prescott, D, M., Ann, New York Acad. Sci., 397:
:101-1C9 (1982), foram marcadas com uma soluc¢8o contendo
DioC,,(3) a uma concentragfo de 107> ou 4x10'5M, e as ci

néticas de crescimento das células marcadas foram compa-
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radas com células n%o coradas e com uma mistura igual de
células coradas e n%o coradas. O tempo de duplicagdo celu
i1ar nfo foi afectado pela marcag8o com corante cianina.
Assim, a marcag8o n8%o teve qualquer efeito sobre o cresci
mento celular. Além disso, diversos outros testes padr8o
sobre a viabilidade celular tais como exclusfo com Azul
Tripan e exclus8o com Iodeto de Propidium confirmaram a
a auséncia de efeito sobre a viabilidade celular da mar-
cag3o com corante cianina de acordo com 0s processos des-

critos,

para testar in vivo a estabilidade de células mar-
cadas com corante cianina de acordo com o presente inven-
to, foram retirados glébulos vermelhos de coelho, marca=-
dos com DiSC14(5), e reinjectados, Depois, retiraram-se
periodicamente amostras de sangue e foram analisadas em
relacd3o & percentagem de células marcadas e em relagdo a
intensidade da fluorescé&ncia das células marcadas, O nid-
mero de glébulos vermelhos circulantes diminuiu linearmen
te em fun¢8o do tempo e os 52 dias de tempo de vida medi-
dos para as células marcadas estavamestreitamente relacip
nadoscom a média de 40 a 60 dias de vida registados para
os glébulos vermelhos de coelho. Assim, a marcagdo com co
rante cianina n8o afectou a velocidade de depuragdo dos

glébulos vermelhos.

Em todos excepto num dos cinco coelhos testados, a
intensidade da fluorescéncia das células coradas manteve-
-se essencialmente inalterada 60 dias apbs a marcaglo e
reinjec¢8o. No quinto animal, n8o mais de 20% do corante
cianina tinha migrado das células marcadas apbs 60 dias
na circulag8o do coelho.Estes dados combinados com dados
de cultura de tecido nfo apresentando qualquer transferén
cia de corante de células coradas para ndo coradas demons

tra que as células est8o estavelmente marcadas com os co=-

rantes,

células vidveis marcadas com corante cianina sdo
usadas no método do invento para determinar a velocidade
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do crescimento celular., A velocidade de crescimento é de
terminada medindo alterag¢8es nos niveis de corante ciani
na nas membranas plasmiticas das células, Cada vez que a
célula se divide, o corante cianina associado a membrana
plasmdtica € distribuido igualmente entre as células fi-
lhas, Assim, medig¢Bes seriadas dos niveis de corante cia-
nina nas membranas plasmdticas de células em crescimento

marcadas s8o usadas para calcular a velocidade de cresci-

mento.

S80 preferidos os métodos citométricos de fluxo
usando técnicas padr8o para medir os niveis de corante
cianina da membrana plasmdtica de células n8o aderentes
ou de células que podem ser removidas a partir do seu su-
bstrato de crescimento e suspensas como células isoladas.
B preferido um citdmetro de célula aderente (Meridian
ACAS 470) para casos em gue a remog¢do a partir do substra
to de crescimento é dificil ou impossivel,

As determinag8es da velocidade do crescimento celu
lar s8%o usadas numa variedade de aplicag¢8es. Por exemplo,
a velocidade de crescimento de células de cultura de teci
do € medida para optimizar as condigBes de crescimento, A
sensibilidade das células tumorais em relagdo a agentes
quimioterapéuticos é determinada medindo a velocidade do
crescimento celular em meio contendo estes agentes., De
forma semelhante, a sensibilidade de células de levedura
a diversos agentes antifdngicos & determinada medindo a
velocidade de crescimento das células de levedura em meio

contendo agentes antifdngicos.

A metodologia aqui descrita é também usada para mo
nitorizar a velocidade de crescimento de células de teci-
do in vivo. Por exemplo, o enxerto de transplante de medu
la éssea € determinado medindo a velocidade de crescimen-
to das células de medula &éssea apds o transplante. A velo
cidade de crescimento de outras células in vivo, tais co-
mo células do epitélio da cbrnea, é medido para determi-

nar a cura pds-traumdtica ou pds-cirdrgica,
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Os exemplos seguintes ilustram o presente invento
e no limitam o alcance do invento acima definido e abai

xo reivindicado.

BXErPLC 1

Método para Corar Células de Cultura de Tecido

I. Preparac8o das Células

As cédlulas de cultura de tecidos em fase logari-
tmica s%o usadas para okter os melhores resultados. As
culturas em suspensfo s%o removidas do recipiente de cul
tura e colocadas em tubos de centrifugagdo de polipropi-

leno.

Qusndo se usam culturas em monocamadas, os sobre=-
nadantes té&m de ser removidos e as células aderentes sdo
lavadas com solugdo de fesfato tamponado salino isenta
de cdlcio e de magndsio para remover as protefnas séri-
cas do frasco. Uma solugf8o de Tripsina-EDTA (Gibco Labo-
ratories, Grand Island, Nova Iorque, #61c-53cec) € adicio
nada para cobrir o fundo do frasco e é deixada incubar a
temperatura ambiente até que a monocamada de cédlulas s=ja
desalojada e desagregada. A suspens8o de células resultan
te & transferida para um tubo de centrifugag@o de polipro
pileno e um volume igual de meio de cultura contendo Soro
vetal Bovino a 10% (FBS) (Fazelton) é adicionado para pa-

rar a acgdo enzimdtica da tripsina.

As células s8o centrifugarias a 40Cxg durante dez
minutos & temperatura ambiente., Cs sobrenadantes s8o aspi
rados e um volume igual de manitol iso~-osmético é substi-
tufdo para re-suspensdo da pelota celular. Esta lavagem
com manitol & para remover as proteinas plasmdticas da
suspens8o celular e para preparar as células para colora-
¢¥%o. As células s¥%o uma vez mais centrifugadas a 400xg du
rante dez minutos & temperatura ambiente., Os sobrenadan-
tes s%o aspirados e a pelota celular resultante é re-sus-
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pensa numa solug&o de manitol a uma concentragdo de

2x106células/ml para colorag8o. Algumas linhas celulares,
contudo, s¥%o sensi{veis ao uso de um &lcool do agicar (ma-
nitol); em tais casos pode-se usar uma solugdo de glucose

iso-osmbética (P 180,16, 54,05 g/1).

IT. Preparac8o de Solucdes Concentradas de Corante

3

Solug8es concentradas a 2x10” ¥ s8o preparadas da

seguinte forma em etanol absoluto!l

Di0-Cy,(3) PM 8CC (1,60C mg/ml)
DiS—Cl4(5) PM 814 (1,628 mg/ml)
DiO-018(3) Pv 936 (1,872 mg/ml)
DiI-Cl4(5) PV 850 (1,700 mg/ml)

Todos os corantes s8o obtidos de Molecular Probes,

Eugene, Oregon.

Os corantes concentrados s8o sonicados para assegu
rar a solubilidade completa do corante e para minimizar a
aderé&ncia aos tubos. Os tubos de polistireno s8o usados
para a preparagdo de solugles concentradas de forma que a
solubilidade do corante possa ser observada., Cs tubos de
polipropileno sfo usados, contudo, para corar as células
porque os corantes cianina num meio aquoso s80 muito me-

nos aderentes ao polipropileno em comparagdo com polisti=-

reno.

III. Colorac8o das Células

As células s8%o ajustadas para uma concentragdo de
2x106células/ml em manitol iso-osmético. Para corar as cé
lulas, adiciona-se uma solu¢3o concentrada de corante
2x10-3M 3s solugBes corantes a 5 ul de corante por 1 ml
de suspensfo de células dando uma concentrag8o final de
10 M. A amostra para corar foi pipetada ou colocada em

turbilhf8o para misturar bem a amostra. As células sdo in-
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cubadas com o corante durante dez minutos, apbs osquais
uma pequena por¢do é removida para ser examinada sob um
microscdpio de fluorescéncia para assegurar que ocorreu
uma colorag8o intensa e uniforme. As séries de corante
Dio usam filtros de microscédpio selectivos para luz de
excitag8o de 488 nm, enquanto as séries de corante DiS e
DiI requerem uma excitag®o perto de 575 nm para observa-

¢80 de fluorescéncia,.

Apbds o periodo de incubagfo, um volume igual de
pBS & adicionado & suspensfo de células e corante. As cé
julas s¥%o centrifugadas a 400 xg durante dez minutos a
20%. 0 sobrenadante é aspirado e a pelota é re-suspensa
em PBS. O processo de centrifugagdo é repetido e o sobre
nadante resultante é observado para detectar a presenga
de corante. Se o corante é evidente no sobrenadante, a
lavagem é repetida até os sobrenadantes estarem destitué
dos de corante livre, como medido por espectrofluorome-
tria. Apbds a lavagem final, o sobrenadante é removido e a
pelota é re-suspensa para a concentragfo desejada num
meio de cultura adequado. Todos os processos sdo efectua

dos em condic¢des estéreis.

EXEMPLO 2

Medic8o0 da Velocidade de Crescimento de
cédlulas de Cultura de Tecido

células V79 foram coradas com DiOCl4(3) como des-
crito no Exemplo 1. A intensidade da fluorescéncia foi
medida usando um Citémetro de Fluxo EPICS 753 (Coulter
Electronics, Inc.). Imediatamente apds a colorag8o, foi
medida a intensidade de fluorescéncia de uma porgdo das
células coradas, As células restantes foram cultivadas nu
ma incubadora com ar humidificado-co2 (7,5% de c02) a
37°% num meio de crescimento completo padr8o, Nos dias um
dois e tr8s apbs serem coradas, porgdes das células foram
removidas para determinag®es da intensidade de fluorescén



66 854 ﬂ /{::f
Ref: SKB CASE 14348 fwfﬁﬂ4m”"

cia.

A Figura 1 mostra o perfil do logaritmo da inten-
sidade de fluorescéncia das células V79 em crescimento.
0 valor numérico acima de cada pico corresponde & média
do logaritmo da intensidade de fluorescéncia em cada dia.
Como mostra a Figura 1, a média do logaritmo da intensida
de de fluorescéncia diminui diariamente & medida que as

células crescem na cultura,

A partir das medig8es da fluorescéncia, a velocida
de de crescimento & determinada a partir da inclinag¥o do
ajustamento da linha de regressfo em relagfo § porgdo li-
near de um registo gréfico do logaritmo da intensidade de

fluorescéncia versus tempo.

Para assegurar gue corar as células n¥o afectou a
velocidade de crescimento foram comparadas as velocidades
de crescimento de células V79 coradas e n8o coradas. Os
resultados apresentados na Figura 2 demonstram que as cé-
lulas n¥o coradas cresceram a uma velocidade equivalente
ds células coradas com 10-?4de corante ou com 4x10-5M de
corante , ou uma mistura igual de cédlulas coradas e n¥o

coradas,

Como a transferéncia de corante de células coradas
para nfo coradas resultaria em determinagBes errdneas da
velocidade de crescimento, as células coradas e nfo cora-
das foram cultivadas juntas no meio de cultura. Uma linha
de células/carcinoma do célon humano, HT29, que estd dis=-
ponivel do American Type Culture Collection, Rockville,
maryland, e estd descrita no J. Fogh e G. Tremp, Human
Tumor Cells In Vitro, pp. 115-159, Plenum Press, Nova Ior
que (1975), coradascom D10C14(3), e células de leucemia
promielocf{tica humana nfo marcadas, HL6O, disponiveis do
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, e
descritas no Collins, S. J., etcol., Nature, 270:347-349
(1977), foram cultivadas juntas numa proporgdo de 1l:1 de
células coradas para nfo coradas. Estes dados est8o apre-
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sentados na Figura 3.

Na Figura 3, a intensidade de fluorescéncia das cé
lulas HT29 coradas cultivadas isoladamente (losangos) de-
monstrou a reducfo caracteristica na intensidade de fluo-
rescéncia como uma func8o do tempo de cultura., As células
HL6C nfo-marcadas tinham muito pouca fluorescéncia duran-
te quatro (4) dias, ap8s osquais apareceu um modesto aumen
to na intensidade de fluorescéncia., Além disso, as célu~
las HT29 coradas gue estavam em co=-cultura com as células
HL60 (quadrados) perderam intensidade de fluorescéncia
exactamente como as células HT29 n¥o misturadas até apro-
ximadamente ao dia cinco, altura em gue apareceu algumd,
mas minima, perda adicional da intensidade de fluorescén-
cia, A partir destes dados torna-se claro que talvez as
células HL60O estejam a captar alguma f£luorescéncia apds
estarem em cultura durante quatro (4) dias com as células
HT29. Note-se, contudo, que as células HL6C s3o promielo-
c{ticas e possuem alguma capacidade de fagocitar células
e fragmentos. C aumento na intensidade de fluorescéncia
experimentada apds o dia 4 na subpopulagdo ndo corada da
cultura de mistura pode de facto ser um resultado da fago
citose de fragmentos fluorescéntes, De significado mais
importante é o facto de durante quatro dias em cultura
n%o ter havido qualquer aumento na intensidade de flucres
céncia das células HL6C nfo coradas, Além disso, as célu-
las HT29 coradas na mesma mistura parecem ter a mesma ci-
nética de fluorescéncia que as células HT29 que ndo esta=-
vam misturadas. Assim, a transferéncia de corante célula-
-a-célula nf3o leva a determinagfes incorrectas da veloci-

dade de crescimento,

ZXENMPLC 3

Medic8o da Velocidade de Crescimento de

cédlulas Tumorais

se as células tumorais a serem estudadas s8o uma
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1inha de cultura de tecido adaptada a condigdes de cul-
tura in vitre, ent®o as células s8o coradas e avaliadas
como descrito nos Exemplos 1 e 2, Se as células tumorais
a serem estudadas sfo de um tecido tumoral excisado, en-
t80 s¥o desagregadas em células isoladas por técnicas pa
dr8o e colocadas em placa sobre placas de cé&mara de cul-
tura de tecido Lab-Tech. As células s%o coradas usando
os corantes cianina como descrito no Exemplo 1. S¥o en-
t8%0 colocadas num& incubadora de ar humidificado-co2 a
37% e deixadas equilibrar. A intervalos peridédicos as
placas s8o colocadas sobre a fase de microscdpio de um
cit8metro de cdlulas aderentes (i.e., Meridian ACAS 470)
e as medic®es da intensidade de fluorescéncia sdo efectua
das. As localizag®es das células em relagfo a uma marca-
¢¥o s¥o determinadas pelo computador de forma que se pos
sam fazer as medig¢®es seriadas da intensidade de fluores
céncia. A placa é devolvida 3 incubadora para permitir
que as células continuem a crescer. A placa do microscé-
pio deve conter um padrfo de fiucrescéncia, tal como mi=-
croesferas de polistireno brilhantes de Coulter (Coulter
Electronics, Hialeah, Florida) que nfo alteram a intensi
dade de fluorescéncia com o tempo em cultura., Este pa-
dr%o & usado para fazer medig®es de comparag8o da inten-

sidade de fluorescéncia.

As células tumorais s%o identificadas das células
de estroma normal com base nos paré@metros morfolégicos
usando Sptica de fase no microscdpio ou anticorpos mono-
clonais espec{ficos fluorescentes para as cédlulas tumo-
rais. A medigdo do crescimento celular é feito monitori-
zando diluigfo da fluorescéncia da cianina nas células
tumorais & medida que cada célula se divide e aplicando

as equagdes do Exemplo 9.

A medi¢8o da intensidade de fluorescéncia pode
também ser feita usando um citémetro de fluxo. As célu-
las, contudo, s&o removidas da placa do microscédpio an-
tes de ser efectuada a andlise citométrica de fluxo., Es-
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te processo nfo permite a quantificag8o seriada da dilui
¢%0 do corante nas mesmas células dia apds dia. Falguns
casos, contudo, tal como com cédlulas de leucemias, esta

abordagem é preferida.

Este método de medig&o do crescimento celular in
vitro € conseguido com células que foram cultivadas em
meios de crescimento Sptimo ou na presenga de diversos
ni{veis de agentes usados para tratar tumores. A capacida
de do agente terapéutico para inibir o crescimento de cé
lulas tumorais como medido pela inibig3o da redugfo da
intensidade de fluorescé&ncia, ¢ uma medida da eficdcia
daguele agente para matar células tumorais.

EXEMPLO 4

Medic8o0 da Velocidade de Crescimento de
Glbébulos Brancos

Os linfédcitos s8o removidos por pun¢gdo venosa ou
por dissecacho esplénica usando técnicas padrdo. As célu-
las s8o marcadas com um corante cianina usando o protoco
lo descrito no Exemplo 1, mas substituindo por glucocse ou
sacarose © manitol como meio de suporte osmbtico. As
cdlulas coradas s%o ent8o repartidas em placas de micro-
titulag¥o ao nivel de leo5 células por depdbsito (Fazum=-
der, A., Grimm, E.A,, Zhang, H.Z., e Rosenberg, S.A.,
Cancer Res. 42, 918 (1982) e incubadas com o mitogénio
adequado tal como Interleuguina-2, per-iodato de sédio
(IO;), fito-hemaglutinina, concanavalina A, mitogénio “po
keweed" e Factor de Crescimento de Célula B (BCGF). As
cédlulas s¥%o colocadas numa incubadora com ar humidifica-
do-CO. a 37°C e deixadas crescer. A intervalos periédi-

2
cos células s8o removidas do recipiente de cultura e exa

minadas por processos citométricos de fluxo. Cs dados
obtidos s&o semelhantes aos obtidos pelo processo do
Exemplo 2 e s&o analisados usando as equag¢des do Exemplo

9.
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IXEMPLO 5

redic%o da Velocidade de Crescimento de Bactérias

As células s%o marcadas com um corante cianina
usando o protocolo descrito no GUxemplo 1 mas substituin-
do porglucose ou sacarose o manitol como meio de su=-
porte osmético. As células coradas s80 ent3o repartidas
em placas de microtitulagfo a um nivel de 5x10° cdlulas
por depbésito num caldo nutriente, As céluias s¥%o coloca-
das numa incubadora humidificada a 37% e deixadas cres-
cer. A intervalos periddicos as células s¥o removidas do
frasco de cultura e examinadas por processos citométri-
cos de fluxo. Os dados obtidos s&o semelhantes aos obti-
dos no processo do Exemplo 2 e sdo analisados usando as

equag8es do Exemplo 9.

0 método de medig¥o do crescimento celular in vi-
tro é conseguido com células que foram cultivadas em
meio de crescimento Sptimo ou na presenga de diversos ni
veis de antibidticos que est8o a ser testados éomo agen-
tes antibacterianos. A capacidade do agente Dbactericida
para inibir o crescimento celular bacteriano como medido
por inibi¢&%o da redugfo da intensidade da fluorescéncia
celular, € uma medida da eficicia desse agente para matar

bactérias.

EXEMPLO_6

Medic8o da Velocidade de Crescimento da Levedura

As células s8%o marcadas com o corante cianina
usando o protocolo descrito no Exemplo 1 mas substituin-
do porglucose ouporsacarose o manitol como meio de su
porte osmético., As células coradas s8o ent8o repartidas
por placas de microtitulag¢®o a um nivel de leo5 célu-
las por depdsito num caldo nutriente. As células sfo co-
locadas numa incubadora e deixadas crescer. A intervalos
periédicos as células s8o removidas do frasco de cultura
e examinadas por processos citométricos de fluxo ou por
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processos citométricos de células aderentes (Meridian
ACAS 470). COs dados obtidos s8o semelhantes aos obtidos
pelo processo do Exemplo 2 e sfo analisados usando as

equagdes do Exemplo S.

0 método de medig8o do crescimento celular in vi-
tro é conseguido em cédlulas que foram cultivadas em meio
de crescimento éptimo ou na presenga de niveis selecciona
dos de compostos que est8o a ser testados como agentes an
tifdngicos. A capacidade do agente antifingico para ini-
bir o crescimento celular fingico como medido por inibi-
¢80 da redug8o da intensidade de fluorescéncia celular, ¢

uma medida da eficdcia desse agente para matar fungos.

EXEMPLC 7

Medic80 da Velocidade de Crescimento de
cédlula da Medula Ossea

As cdlulas da medula bssea s8o removidas por aspi-
racg%o (agulha Illinois) ou por bibpsia de medula (agulha
Jamshiti) do esterno ou da crista ilfaca. As células sfo
marcadas com um corante cianina usando o protocolo descri
to no Exemplo 1 mas substituindo porglucose ou sacarose
o manitol como meio de suporte osmético. As células
s%o submetidas a andlise citométrica de fluxo para deter-
minar o nivel da intensidade de fluorescéncia antes da in
fus%o das células de medula &ssea no recipiente, As célu-
las marcadas s8o injectadas por via endovenosa e deixa-se
passar um intervalo de tempo adequado antes de se reco=-
lher uma amostra de sangue periférico e de medula &ssea.
C sangue e a medula s3o tirados do recipiente misturados
com anticoagulantes, e preparados de acordo com técnicas
padr8o para andlise citométrica de fluxo. Zstas amostras
cont&m células que estdo em crescimento e cdlulas que es-
t%0 num ciclo de repouso celular. Cs histogramas ser8o
complexos mas s¥o analisados em relagdo ao crescimento cg

lular de forma semelhante aos dados obtidos no processo
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do Exemplo 2 aplicando as equag@es do Exemplo 9.

Como os corantes indicadores tém fluorescéncia ver
de, usa-se outro corante ligado aos anticorpos monoclo-
nais para identificar as células de cada uma das linha-
gens celulares encontradas na medula. Usando um anticorpo
monoclonal que cora os glébulos vermelhos e seus percursg
res, usa-se fluorescéncia vermelha para identificar esta
linhagem e depois monitorizar a redugdo em fluorescéncia
verde (e portanto o crescimento celular) das células na

linhagem dos glébulos vermelhos.

Abordagens de duas cores semelhantes sdo usadas
para avaliar o crescimento celular lintéide, mielébide e

monocitico.

EXEMPLO 8

Medic8o da Velocidade de Crescimento do
Epitélio Corneano

Esta metodologia é usada para monitorizar o cresci
mento das cdlulas epiteliais corneanas apds transplante e
usa tecnologia que n¥o é prejudicial ao crescimento celu-
lar ou dolorosa para o olho quando se faz a monitorizag¥o
do crescimento celular. Imediatamente apbs o transplante,
o olho é banhado numa formulagfo oftdlmica do corante cia
nina que absorve a luz a comprimentos de onda superiores
a 680 nm, C processo é efectuado também usando corante
que absorveu luz a comprimentosde onda inferiores a 68Cnm,
contudo, o de excitag¥o provoca fortes dores de cabega

guando o tecido é observado.
de
No momento zero, s8o tiradas fotografias/infraver-

melhos (com comprimentosde onda superiores & méxima absor
véncia do corante) engquanto se excita o corante cianina
ligado & cornea, O nivel da intensidade de fluorescéncia
€ uma medida de colorag¢8o celular no momento zero, Em al-
turas subsequentes o olho & fotografado e a imagem é com-

parada 3 fotografia do momento zero. Nas dreas em que h4
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crescimento celular, a intensidade de fluorescéncia das
céilulas diminui. A avaliag8o quantitativa da intensidade
de fluorescéncia & usada para determinar o nimero de du-

plicagBes celulares.

§§em210 9

cdlculo da Velocidade do Crescimento Celular

A seguinte férmula matemdtica é usada para calcu-

lar o tempo de duplicag¢do celular:

0,693(t2-t1)

D In F(t;) = In F(t,)

na qual:
T & o tempo de duplicagfo celular,

t. e t, s%o quaisquer alturas durante a fase loga

2 1l
ri{tmica do crescimento celular, e

F(tz) e F(tl) s80 a intensidade de fluorescéncia
celular média respectivamente nas alturas t, e t,,

1n significa o logaritmo natural (base e).

O nimero de duplica¢des celulares que ocorrem du=
rante um periodo de crescimento é determinado pela férmg

la:

1n Fo - 1ln F(t)

in 2

na qual:
N é o nimero de duplicagBes celulares,
F & a intensidade de fluorescéncia inicial, e
F(t) é a intensidade de fluorescéncia a qualquer

altura apds um perfodo de crescimento celular. Para a de
terminac8o do nimero de duplicagles celulares, as medi-
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¢8es de fluorescéncia ndo t&m de ser efectuadas durante a

fase logarf{tmica do crescimento celular.

A seguinte derivag¢dc demonstra que as férmulas aci
ma determinam rigorosamente o tempo de duplicag¢do celular
e o nimero de duplicagBes celulares, e que O comportamen=-
to dos niveis de corante cianina na membrana plasmdética
nas células em crescimento previsto por modulac&o matemé-

tica & paralelo ao actualmente medido.
A derivacHo & baseada nas seguintes suposigBes:

1. As células sf8o colocadas em cultura a baixa den
sidade com um ndmero de células inicial (NO),
uma intensidade de fluorescéncia inicial média

(FO) e um tempo de ciclo celular (Tz).

2. O corante distribui-se de forma uniforme para

as cdlulas filhas agquando da divis8o celular,
3, N%o hd nenhum tempo de retardagZo na cultura.
4. A morte celular &€ insignificante,

5. A colorac% & permanente; n8o hd qualquer trans
ferd&ncia de corante de célula para célula,.

Com base na segunda suposic¢8o acima, a fluorescén-
cia média da populacgBo deveria ser inversamente propor-
cional ao numero de células na populag@o em qualquer altu
ra t. Esta relac®o estd definida na equagfo 1,

F(t) N(t) = K (L)

na qual F(t) e N(t) s¥o a fluorescéncia média da popula-
c¥0 e o nfmero de células na altura t, respectivamente.

K & uma constante, a ser definida., Se avaliarmos esta
equagdo na altura zero, entdo segue-se que K = FONO. Su-
bstituindo isto na equagfo 1 e resolvendo-a para F(t), 4§,

F(t) = F N (1/n(t)). (2)

F, e Ng foram definidos na suposig8o 1.
% Sbvio a partir da egquagdo 2 que a cinética da fluoresc®n
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cia tem de estar directamente relacionada com a cinética
do crescimento, se ¢ corante a ser usado actua de uma for
ma ideal. A forma da relacgfo definindo a cinética da fluo
rescéncia serd agora determinada. © ndmero de cédlulas da
equagdo 2 segue a cinética de crescimento usual definida

abaixo,

dn(t)/dt = A 1 (t) (3)

na qual A é a constante que relaciona proporcionalmente
a velocidade do crescimento da populacfo e o nimero de cé
lulas na populacf8o. As equagBes 4 a 7 mostram a solugdo

simples da equagdo 3.

dN(t)/aN(t) = dInN(t) = A 4t (4)
N(t) = exp(At + C) (5)
N(t) = N_ exp (at) (6)
N(t) = N_ exp(C,693t/T,) (7)

0 resultado da equac8o 7 pode ser substituido na equag8o
2 para resolver para F(t).
F N
F(t) = 22 (8)
N, exp(0,693t/T,)

Este reduz directamente para,
F(t) = Fo exp(-O,693t/T2) (9)

A interpretag8o desta eguagdo reguer uma ocbserva=-
¢8o cuidadosa. Em primeiro lugar, porque tem-se considera
do desprezivel a morte celular, e Tz representa o tempo
do ciclo celular e nfo o tempo de duplicagdo celular. Es-
te ponto serd ponderado mais cuidadosamente abaixo. Se hé
morte celular, esta equacgo é ainda vdlida, desde que o
corante ligado &s células mortas nfo seja reabsorvido pelas
células vivas., O caso em que ocorre reabsorg¥o serd trata-

do abaixo. No caso em que uma frac¢8o da populagf8o ndo es-
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t4 em crescimento, a equag8o 9 sé é vdlida para a frac-
¢80 em crescimento. Consequentemente Fo e No aplicam-se

somente & frac¢8o em crescimento.

Efeito da Morte Celular sobre a Cinética da

Fluorescéncia

Consideremos agora o caso em gue a morte celular é
aprecidvel e a transferéncia de corante para as células
vivas ocorre rapidamente. A cinética da morte celular es-

t4 representada na equaglo 1C.
(dN(t)/dt)l = B N(t) (10)

Acima, B é a constante de proporcionalidade que relaciona
a velocidade de perda de células da populag@o em relagdo
ao tamanho da populac8o. A derivada tem um sub-fndice; o 1
corresponde ao processo de morte celular. Re-escrevendo a

equacdo 3 de uma forma semelhante.
(dN(t)/dt)2 = A N(t) (3)

Aqui, o 2 corresponde ao processo de crescimento celular,

Combinando os processos de crescimento e morte, temos,
dn(t)/dt = (dN(t)/dt)l + (dN(t)/dt)2 (11)

Esta equagfo & simplesmente o resultado da sobreposigdo
de dois processos independentes. Por substituigfo, segue-

-se que,
dn(t)/dt = (A + B) N(t) (12)

Por analogia com as equag8es 4 a 6, esta equag8o reduz-se

para,

N(t) = No exp((A + B)t) (13)

A foi determinado na equagdo 7 como sendo 0,693/T2.
De forma semelhante B pode ser considerado igual a

'0’693/Tl/2' C sinal negativo corresponde ao facto da mor
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te celular ser um processo/%;generagao. De forma idé&ntica
representa agora uma degeneragfo constante que chamag

T
1/2
remos a semi-vida média das células na populagdo. Por su-

bstitui¢8o, a equagdo 13 torna-se,

N(t) = N, exp ((0,693/T2 - O,693/Tl/2)t) (14)

Ccombinando as sequé&ncias 3 e 14, podemos resolver em rela

¢%0 & cinética de fluorescéncia,
F(t) = P exp ((0,693/T1/2- 0,693/T2)t) (15)

Na equag®o acima podemos combinar as constantes T2 e T1/2
como se mostra abaixo.

1/'1‘D = l/T2 - 1/’.7.‘1/2 (16)

Incorporando a relag®o da equag¥o 16 nas equagles 14 e 15
34 a equac%o da cindtica celular e da fluorescéncia abai-

xo descrita.

N(t)

N, exp(0,693t/Ty) (17a)

F(t)

Fo exp(-0,69ﬁyTD) (17b)

Nas equacBes l1l7a e 17b, o par8metro, T_., tem as unidades
de tempo e representa o tempo de duplicag8o celular real
em vez do tempo de ciclo celular, A equaglo 17b definird
a distribui¢8o da fluorescéncia numa cultura em que a mor
te celular &€ significativa e a reabsorg¢8o do corante é rd
pida. Se qualquer uma destas condig8es ndo for conseguida,
ent8o a equagfdo 9 aplica-se. Uma comparagdo das equagdes
17a e 17b mostra qgue as cindticas das células e da fluo-
rescéncia est8o inversamente relacionadas, de tal forma
que o tragado da curva de crescimento celular e o inverso
da curva de cinética da fluorescéncia podem ser sobrepos=-
tas, Este facto foi claramente demonstrado na Figura 4,
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Incorporac3o de um Tempo de RetardacZo de Crescimento Celular

Consideremos que hé& um tempo de retardagdo quando as
células s%o colocadas em cultura., Simplifiquemos também o
tratamento considerando ainda que a populag8o ird de uma velp
cidade de crescimento de zero até 3 sua velocidade méxima nu-
ma s6 etapa., Sob estas condig@es, pode ser prontamente mostra

do que a relag8o que define o crescimento celular 6.

N(t) = N, tzt (18a)
N(t) = N exp(0,693(t - £ )/Tp) t<t (18b)
Agui, tL é definido como o tempo de retardagdo. Combipando a

equagdo 3 com as relag®es acima temos,

F(t)
F(t)

i

Fy bxt (19a)

F, exp (-0,693(t - tL)/TD) t<t) (19b)

Usando estas equagBes, podem-se determinar o tempo de duplica-
¢%0 e o tempo de retardagdo sabendo FO e determinando F(t) trés
ou quatro vezes durante o crescimento exponencial.

Determinacfo da Fracc3o de Crescimento

Consideremos o caso em que uma fracgdo da populagZo
ndo estd em crescimento. Inicialmente, consideremos que nZo
h4 qualquer tempo de retardagBo. Adicionaremos mais tarde o
tempo de retardagZo. Para a finalidade desta derivacg®o & ne-

cess8ria uma definig8o. Na equag3o 21,
Ny = (N o+ () (20)

Os sub-indices g e n referem-se 3s fracg¥es em crescimento e
as que nfo est¥o em crescimento, respectivamente. Em qual-

quer altura, t, o ndmero de células na populagdo seréd



66 854
Ref: SKB CASE 14348

-33 =

a soma das populag8es em crescimento e das que n%o estdo

em crescimento.
N(t) = (M) + (N,), exp(C,693t/Tpn) (21)

Contudo, esta equagdo ndo pode ser substitufida na equacg8o
3 como fizemos previamente. Neste caso as fracgdes em
crescimento e as que nf%o estfo em crescimento tém de ser
manipulados separadamente, Com esta finalidade, a equag¢do
3 tem de ser escrita de novo, da seguinte formas

F(£) = (F))_ (N))_ (I/N(t))

+(F N 1/N(t

(F)g (Ng)g (L/N(£))g (22)

Na equag¢8o 22, (l/N(t))n é igual a (1/(No)n). Portanto, a
equagd8o reduz-se da seguinte formas

F(t) = (F )y + (Folg Ny g (1/r(E)) g (23)
F(t) = (F ), + (Fo)g exp(-C,693t/Ty) (24)

Podemos também introduzir um tempo de reterdagko por analogia
a4 equagdo 19b,.

F(t) = (F ), + (Fo)g exp(=-0,693(t-t )T,) (25)

A fracg8o0 de células em crescimento na populagdo pode ser
determinada usando a equacg%o 25, A determinag¢8o & mais
complexa que em casos anteriores porque estdo envolvidas
subpopulag¢g®es., Para determinar a fracg8o em crescimento,
& preciso esperar até gque as subpopulagles sejam distin-
guiveis, Neste ponto a intensidade de fluorescéncia da
frac¢¥o que nfo estd em crescimento pode ser determinada
directamente., Uma extrapolagdo da alterac¢do na intensida-
de de fluorescéncia ao longo do tempo da fracgSo em cresci
mento para o tempo zero, permite que se calcule a intensji
dade de fluorescéncia da fracgfo em crescimento no tempo
zero. A fracg8o em crescimento é ent&o simplesmente a ra-
z8o entre a intensidade de fluorescéncia da fraccdo em
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crescimento no tempo zero e a intensidade de fluorescén-

cia da populagdo total.

As concretizag8es preferidas do invento sdo ilus-
tradas pelo acima dito, contudo, o invento ndo estd limi
tado s ilustrag8es aqui reveladas, e todos os direitos a
todas as modificag®es abrangidas pelo objecto das reivin-

dicagBes abaixo est8o reservadose.

T
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REIVINDICAGUCES

1 - Método para determinar a velocidade de cresci
mento celular caracterizado por compreender a medigdo
das alteracBes nos niveis de corante de cianina nas mem-
branas plasmdticas de células filhas derivadas de célu-
las mde marcadas com um corante de cianina,

2 - Método de acordo com a reivindicagSo 1, cara-
cterizado por se usar fluorescéncia para medir as altera

¢8es nos niveis de corante de cianina.

3 - Método de acordo com a reivindicag8o 2, cara-
cterizado por as células serem células de tecido de cul-

tura.

4 - Método de acordo com a reivindicagdo 3, cara-
cterizado por as células serem cédlulas tumorais humanas.

5 - Método de acordo com a reivindicag¢8o 4, cara-
cterizado por as células tumorais humanas serem cultiva-
das em meio contendo agentes terapéuticos do cancro de
forma que seja determinada a sensibilidade das células

tumorais a estes agentes,

6 - M&todo de acordo com a reivindicag¢8o 3, cara-

cterizado por as células serem gldébulcs brancos.

7 - M&todo de acordo com a reivindicagdo 3, cara-
cterizado por o corante de cianina ser DiSCl4(5) ou
DiOC14(3).

8 - M&todo de acordo com a reivindicag¢8o 2, cara-

cterizado por as células serem bactérias.

9 - Método de acordo com a reivindicagfo &, cara-
cterizado por as bactérias serem cultivadas em meio con=-

tendo agentes antibacterianos de forma a determinar a
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sensibilidade bacteriana a estes agentes.

10 - vétodo de acordo com & reivindicagSo 9, ca-
racterizado por o corante de cianina ser DiSCl4(5) ou

DiOCl4(3).

11 - Método de acordo com a reivindicagdo 2, ca=-

racterizado por as células serem leveduras,

12 - Método de acordo com a reivindicag¢do 2, ca-
racterizado por as leveduras serem cultivadas em meio
contendo agentes antifﬁngicos de furma a determinar a
sensibilidade a estes agentes,

13 - Método de acordo com a reivindicag¢do 12, ca-
racterizado por o corante de cianina ser DiSC14(5) ou
Di0C14(3).

14 - M8todo de acordo com a reivindicaglo 2, ca=-
racterizado por as células serem célules de tecido in

vivo.

15 - Método de acordo com a reivindicag8o 14, ca-
racterizado por as células de tecido in vivo seremnm células

transplantadas,

16 - Método de acordo com a reivindicag¢do 15, ca=-
racterizado por as células transplantadas serem células

de medula &ssea,

17 - M8todo de acordo com a reivindicag¢8o 14, ca-
racterizado por as células de tecido in vivo serem célu~

las epiteliais da cébrnea.

18 - Método de acordo com a reivindicagdo 2, ca-
racterizado por o corante de cianina ser DiSC14(5) ou
DiOCl4(3).
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19 - Método de acordo com a reivindicag¢do 2, ca-
racterizado por o corante de cianina absorver a luz com

um comprimento de onda superior a 680 nm.

20 - Método de acordo com a reivindicag¢dc 17, ca-
racterizado por o corante de cianina absorver a luz com

um comprimento de onda superior a 68C nm.
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