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PATENTE N2, 86 028

"Método para a marcagdo de célu
las vidveis e processo de pre-
paragdo de composigldes & base

de corantes de cianina"®
para que

SMITHKI.IN® RECKMAN CORPORATICN,
pretende obter privilégio de in

veng8o em Portugal.

O presente invento refere-se a um método de marcagdo
reprodutfvel de células vidveis, com corantes de cianina,
método que compreende o contacto da célula com um corante
de cianina num meio contendo um agente regulador de osmola
ridade que nd8o afecta significativamente a viabilidade das

células e que proporciona uma marcacg8o reprodutivel,

Este invento inclui ainda o processo de preparagdo
de composig8es compreendendo dissolver um corante de ciani
na num agente regulador de osmolaridade que ndo afecta si-

gnificativamente a viabilidade das células.

As aplicagBes de células marcadas incluem a utiliza
¢80 de glbébulos vermelhos marcados para distinguir as he=-
morragias pds-transfusionais da reaccg8o imunoldgica e a
utilizag¢8o da diluig8o para medir a velocidade de cresci-

mento de células de cultura,
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MEMORIA DESCRITIVA

ANTECEDENTES DC_INVENTO

AMBITO DO INVENTO

O presente invento refere-se a novos processos que
proporcionam a marcagdo de células vidveis sem afectar adver

samente a morfologia ou a fung¢do celular.

INFORMACAO ANTECEDENTE

0s métodos de detecglo de fluorescéncia s&o utiliza-
dos em Biologia Celular e Imunologia como ferramentas analé
ticas para medir as propriedades especificas de muitas célgr
las. A vantagem das medigSes de fluorescéncia é que uma dni
ca molécula marcada pode sofrer excitag8o e voltar ao esta-
do fundamental milhares de vezes por segundo emitindo o mes
mo ndmero de fot8es de luz. Assim, se uma molécula de anti-
corpo for marcada com duas ou trés moléculas de corante, po
dem obter-se vdrios milhares de fot8es de luz a partir de
um tnico ponto de ligac®o antigénio-anticorpo. Esta é uma

técnica de aumento de sinal fantdstica.

T8m-se utilizado os corantes de dioxacarbocianina pa
ra efectuar determinacg8es de diferenciais de glébulos bran-
cos. Gunter Valet, Max Planck Ges Wissensch; Patente N¢
84-102307/17, Simultaneous Quantitative Determination of
Blood Cells by Selective Staining and Measuring Volume and

Fluorescence., Os corantes utilizados nestes estudos, no en-

tanto, s8o corantes de carbocianina de cadeia curta (infe-

rior a 10) e respondem a variagBes nos potenciais da membra
na. Mais ainda, os corantes de carbocianina de cadeia curta
entram na mitocdndria celular, s8o citotbdxicos, e guando as
cédlulas s%o lavadas os corantes s8o facilmente removidos da
célula quer tenha havido quer nf8o uma variag8o no potencial
da membrana. Os corantes de cadeia longa do processo do pre
sente invento s8o confinados &s membranas celulares e sfo

apenas minimamente afectados pelo potencial de membrana. 0s
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corantes do presente invento nSo abandonam as cdlulas.

outros tipos de corantes utilizados para conseguir

a marcac8o de glébulos brancos ndo pertencem 3o grupo da
cianina e n%o sofrem partig8o nos lipidos. Os cowmpostos pi
rilio ou tiapirflio tém sido utilizados para diferenciar

as classes de gldbulos brancos (David S. Frank, R.T. Belly,
Patente N2 84-166275/27, Distinguishing Cells in Biological
Samples by Staining With Pyrylium or Thiapyrylium Compounds.
Estes corantes, no entanto, ligam-se aos elementos citoplas

mdticos e nucleares da célula; nf8o se ligam especificamente
3s membranas celulares. Tém sido também utilizados outros
corantes catidnicos (L. Kass, Patente N2 81-78187/43, Deter-
mination of Different Leucocyte Categories by Staining with
Meta: Chromatic Cationic Dyes,L. Kass, Patente U,S. Ndmero
4,400370, Agosto 23, 1983, Metachromatic Dye Sorption Means
for Differential Determination of Leukocytes, L. Kass, Pa-
tente N 83-771982/39, Analysis of Human Blood Cells By
Staining Unfixed Cells With Specified Basic Dyes) para efe-

ctuar a diferenciac8o de gldbulos brancos, no entanto estes

corantes nfo sofrem uma partic8o significativa nos lipidos
da membrana mas coram diversos organitos no interior da cé-~
lula. Outro corante metacromdtico utilizado para efectuar a
diferenciac8o de glébulos brancos é o laranja de acridina
("acridine orange") (P. J. Natale, Patente U.S. Ndémero
4,336,029, Junho,22, 1982, Method and Reagents For Quantita-
tive Determination of Reticulocytes and Platelets in Whole
Blood, R. J. Gershman Patente U.S. Némero 4,325,706, Abril,
20, 1982, Automated Detection of Platelets and Reticulocy-
tes in Whole Blood). O laranja de acridina cora o ARN e o
ADN de uma célula e nfo sofre uma partigdo significativa

nos lipidos da membrana.

Noutra aplicacg8o utiliza-se a merocianina 540 para
distinguir células normais de células malignas., Este coran-
te possui uma cauda de hidrocarbonetos longa, com até 15
4tomos de carbono, no entanto esta molécula possui um grupo
hidrofilico na extremidade da cauda de hidrocarbonetos e é
citotéxica gquando a célula é exposta & luz. Valinsky, J.E.
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Reich. E. and Easton, T.G., Patente U.S. Ndmero 4,424,2C1,
Janeiro, 3, 1984, Employment of a Merocyanine Dye for the
Detection of Malignant Leukocytic Cells. A merocianina é in

corporada de forma diferente nas membranas de células norma

is e malignas.

Os corantes de cianina de cadeia alifdtica curta s¥o
utilizados numa série de testes bioldgicos. Estas moléculas
de cadeia alifdtica curta, no entanto, respondem aos poten-
ciais de membrana e atravessam-na, penetrando na mitocén-
dria da célula. H.M. Shapiro, Patente U.S. Numero 4,343,782,
Agosto, 10, 1982, Os corantes de cianina de cadeia curta sfo
também téxicos para as células e ndo podem ser utilizados
para detecclo de células in vivo uma vez que s8o0 rdpidamen-

te removidos das células.

Os corantes de tricarbocianina (Fox, I.J., et al.,
Proc. Mayo Clinic 32:478-484, 1957) e o corante azul de
Evans ("Evans-blue") (Schad, H., et al, Pfluegers Arch Eur
J. Physiol., 370(2)}:139-144, 1977) tém sido utilizados in
vivo para estimar o débito cardiaco por um método de dilui-
¢&o. Dow (Dow, P., Physiol. Rev. 36:77-102, 1956) descreve
o método como uma injec¢8o de uma quantidade conhecida de

um indicador intravascular no lado venoso dos pulmdes e me
di¢¥o da variag8o da concentrag8o arterial de indicador com
o tempo para determinar o volume entre os pontos de injec-
¢80 e amostragem. Estes corantes ndo s8o utilizados para co

rar células.

Os derivados de cadeia alifdtica longa de fluorescén
cia e da rodamina foram utilizados para monitorizar a fusdo
celular (wanda, P. E. and Smith, J. D., J. Histochem. Cyto~-
chem 30:1297-~1300, 1982), Estes corantes, no entanto, con-
t&m apenas uma cadeia de carbono alifdtica e n3o s8o estd-

veis na membrana durante longos periodos de tempo. Mais ain
da o método de deteccqo da formag8o de heterocaribtas era a
transferéncia de energia de ressonéncia entre as duas molé-
culas de corante. Em adi¢8o, a marcagdo era efectuada em

meio salino e n%o foi divulgada qualquer explicag¢do sobre a

solubilidade,
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Os biofisicos utilizaram a maior aplicag8o dos coran
tes de cianina dialifdticos do tipo de cadeia longa para es
tudar a fluidez da membrana celular, (D. Axelrod, Biophysi-
cal J., 26, 557-574, 1979). Neste tipo de estudos o corante
é aplicado a células de cultura recente em etamol. Foi com§
tatado por diversos investigadores que a variabilidade na
colorag8o era muito grande., Para estudos biofisicos, no en-
tanto, & necessdrio focar apenas algumas células sendo cada
uma das células em estudo medida vdrias vezes. Usaram-se
também corantes de carbocianina de cadeia longa que se in-
corporam nas membranas do plasma para determinar a identida
de original de neurdes em cultura. Honig, M. G. and Hume,
R. T., Jo Cell Biology 103:171-187 (1986). N3o se encontra

nas refer&ncias acima um método uniforme de colorag¥o de cé

lulas vidveis que n8o afecte adversamente a morfologia ou a

fung¢8o celular.

DESCRICAO SUMARIA DO INVENTO

O presente invento refere-se a novos pProcessos que
tornam possivel a marcacg8o consistente e reprodutivel de cé
lulas vidveis sem alterar significativamente a morfologia ou
a funcdo celular, De acordo com o presente invento, as célu-
las s8%o marcadas com um corante de cianina possuidor de uma
solubilidade lipidica suficiente e de um coeficiente de par-
tic%o na membrana suficientemente elevado para minimizar ou
prevenir a migragdo das moléculas de corante para fora das
membranas celulares. A marcacg8o consistente e reprodutivel
& conseguida pela adig8o do corante a uma suspensfo de célu-
las num meio contendo um agente regulador de osmolaridade
que n¥o afecte significativamente a viabilidade celular e no
gual o corante seja soldvel. Estes agentes reguladores de oS
molaridade incluem agticares, agdcar-dlcoois, aminodcidos e

certos tamp®es hidrogenidnicos (Tampdes "Good").
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DESCRICAC DETALHADA DO INVENTO

No processo do presente invento para a marcagdo de
diversas células sem afectar significativamente a morfolo-
gia ou fung8o celular, utilizam-se corantes de cianina., Os
compostos possuidores da estrutura seguinte s3o aqui refe-

ridos como corantes de cianina:

gjﬁ Y. Y. ~
| +;>——(CH=CH)M—CH::<

N N ' NN

|

(THZ)n-I (TH27n-1
CH, CH,

em que:
Y & oxigénio, enxéfre, metileno ou metileno substi-
tufido por alguilo;

I 4

me 0~3; e
né 12-22,

Tal como aqui utilizado o termo metileno substitui-
do por algquilo refere-se a metileno mono- ou di- substitqi
do, possuindo gqualquer combinag¢8o de substituintes metilo,

etilo ou propilo.

Os compostos com a estrutura acima sdo referidos pe

la seguinte férmula condensada, geralmente reconhecida:
DiYCn(2m+l)

Sims, P. J., et al., Biochem, 13:3315 (1974). Assim por exem
plo, o composto em que Y é enxofre e que possui trés &tomos
de carbono em ponte entre os anéis e duas cadeias alifdticas
com 14 &tomos de carbono, é referido por Discl4(3). Do mesmo
modo, DiICl4(5) indica o composto em que Y é isopropilo e
gque possui 5 dtomos de carbono em ponte entre os anéis e du-

as cadeias alifdticas com catorze dtomos de carbono.
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Tnclusos nos compostos aqui referidos como corantes
de cianina, encontram-se os compostos com a estrutura aci-
ma possuindo um ou mais substituintes, desde que esses com
postos substituidos sejam soldveis no meio de marcac8o das
células durante, pelo menos o tempo necessério para a mar-
cag8o e possuam um coeficiente de parti¢gdo na membrana ce-
lular suficientemente elevado para se manterem associados
%s membranas das células marcadas, Esses compostos ndo de-
ver3o afectar significativamente a viabilidade das células
nas concentrac®es requeridas para a marcagdo. A solubilida
de no meio de marcac8o das cdlulas é determinado, como se
mostra abaixo, dispersando o corante de cianina no meio de
marcag8o e medindo a intensidade de fluorescéncia celular
em fungfo do tempo, por técnicas espectrofluorométricas
usuais. A diminuic%o da intensidade de fluorescéncia indi-
ca precipitacg8o do corante e aderéncia as paredes do reci-
piente. A manuteng8o da associagdo dos corantes com as mem
branas celulares & determinada, por exemplo, usando proces
sos de citometria de fluxo conhecidos, para monitorizar a
intensidade de fluorescéncia de glébulos vermelhos reinje-
ctados no animal doador, apds marcagdo. Uma intensidade de
fluorescéncia das células marcadas que se mantenha essenci
almente constante apds a re-injecgdo estabelece a estabili

dade do corante nas membranas celulares.

Também incluidos nos compostos aqui referidos como
corantes de cianina encontram-se os compostos com a estru-
tura acima gue incorporam um dtomo que possa ser de;gctado
por ressonéncia magnética nuclear. Esses compostos/%¥2par§
dos, por exemplo, por incorporagdo de um dtomo de fldor
num dos grupos metilo das cadeias alifdticas. Os compostos
com a estrutura acima, marcados com um emissSor gama como

125 . . .
I, s8o aqui referidos como corantes de cianina.

Os corantes de cianina utilizados no presente inven
to podem ser obtidos a partir de vdrias fontes tais como
Molecular Probes, Inc., Bugene, Oregomn, e podem ser prepa-

rados a partir de compostos de partida disponiveis utili-
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zando métodos de sintese conhecidos. Hamer, F. M., The Cya-
nine Dyes and Related Compounds, Interscience Publishers

(1964).

Utilizando os processos do presente invento qualquer
célula vidvel pode ser marcada com corantes de cianina. Tal
como aqui utilizado, o termo célula inclui células procarid
ticas tais como bactdérias, células eucaridticas nucleadas
tais como gldbulos brancos, vdrias células de tumores, e cé
lulas de mamiferos em cultura, por exemplo células do ové-
rio do"hamster chiné51 leveduras e células n8o-nucleadas
tais como glébulos vermelhos e plagquetas. Uma célula nuclea
da & vidvel se for capaz de crescer ou funcionar essencial-
mente de acordo com o esperado para células do seu tipo;
uma célula nucleada & vidvel se for capaz de desempenhar as
suas fungBes, por exemplo um glébulo vermelho vidvel é ca-
paz de transportar oxigénio e didxido de carbono; e as pla-
quetas vidveis comportam-se essencialmente de acordo com o

esperado em, por exemplo, testes de agregacgdo e libertagdo.

A marcac%o das células & efectuada num meio que ndo
é letal para as células e gue proporciona uma marcagdo celu
lar reprodutivel., Para conferir ao meio as caracteristicas
necessdrias, usam-se agentes reguladores de osmolaridade
nos quais os corantes de cianina formam solugBes estdveis
durante, pelo menos , o tempo requerido para a marcagdo.
Agentes reguladores de osmolaridade aceitdveis incluem agen-
tes ou combinag¢des de agentes como agﬁcares, por exemplo
monossacdridos como glucose, frutose, sorbose, xilose, ribo
se, e dissaciridos como sacarose, agécar-élcoois, como mani
tol, glicerol, inositol, xilitol e adonitol, aminodcidos co
mo glicina e arginina e certos tamp8es de Good como © dcido
N-tris(hidroximetil)-metil-3-aminopropancssulfénico e os lis

tados na Tabela II, abaixo, Good, N. E., et al., Biochem.

15, 467-477 (1966), Good, N. E. e S. Izawa, Methods Enzymol.,
24, pParte B, 53 (1968), Feguson, W. J., et 3l., Anal, Bio-
chem. 104:30I-310 (198C). Alguns tipos de células , no en-
tanto podem ser sensiveis a um ou mais dos agentes regulado
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res de osmolaridade, em especial aos agﬁcar-élcoois. Assim,
antes de se efectuar a marcacdo, realizam-se testes padrio
para ter a certeza de que as células sfo vidveis no agente
regulador de osmolaridade pretendido, Adicionalmente, po-

dem adicionar-se pequenas quantidades de agentes tampdo ao
meio de marcagdo para regular a concentrag8o de if8o hidro-

génio.

0 efeito de exposigdo a uma série de agentes regula
dores de osmolaridade sobre a viabilidade das células foi
determinado , wedindo o tempo de duplicagdo de células yac
apbs estas terem sido expostas, durante trinta minutos, a
uma série de agentes reguladores de osmolaridade. As célu-
las yac s8o um tipo de célula de cultura de tecido de Iin-
foma de ratos, publicamente postas & disposigdo pelo Ameri
can Type Culture Collection e s8o descritas por Kiessling,
R., Buropean J. Immunology 5:112-117 (1975). Tal como de-
montram os dados apresentados na Tabela I, em comparagdo
com a soluc3o salina tamponada com fosfato, a exposigdo a
sacarose, glucose e aos tampBes de Good:TAPS, CAPS, EPPS,

HEPPSO, e DIPSO resulta em efeitos negligencidveis no tem-
po de duplicag8o celular o que indica a auséncia de uma re
lag8o0 entre a toxicidade celular e a exposic83o ao agente re-

gulador de osmolaridade.
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TABELA 1

Agente Regulador de Osmolaridade

Tempo de Duplicac8o (Horas)

Solucg8o Salina Tamponada com
fosfato

Sacarose

Glucose

TAPS

CAPS

EPPS

HEPPSO

DIPSC

Acido 3-amino-l-propanosulfdnico

Acido sbédio-3-(N-morfolino)propa

nosulfdénico (MOPS)
2-Amino-metil-1,3-propanodiol
2-Amino-2-metil-l-propanol

Acido N-tris(hidroximetil)metila

minoetanossulfénico (TES)

Acido N,N-bis(2-hidroxietil)=2-

-aminoetanossulfdénico(BES}

Acido 3-(ciclohexilamino)-2-hi=-
droxi-l-propanosulfénico (CAPS)

Trietanolamina

Tris(hidroximetil)aminoetano
(TRIZMA)

Bis-tris propano

Acido 2-(N-morfolino)etanosulfd-
nico (MES)

31,0
41,0
34,5
32,7

45,8
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TABELA 1 (Continuacdo)

Agente Regulador de Osmolaridade

Tempo de Duplicac8o (Horas)

Acido 3-/dimetil(hidroximetil)me
tilaming/-2-hidroxipropanosulfd
nico (AMPSO)

N,N-bis(2-hidroxietil)glicina
(BICINE)

3-/{3-colamidopropil)dimetilamb-
nio/~l-propanosulfonato (CHAPS)

Acido 3-/N-tris(hidroximetil)me=~
tilaming/-2-hidroxipropanosulfd
nico (TAPSO)

Acido 3-(N-morfolino)-2-hidroxi-

propanosulfénico (MOPSO)

Acido 2-/(2-amino=-2-oxoetil)ami=-
nofetanosulfdénico (ACES}

Bis(2-hidroxietil)imino-tris(hi-
droximetil)metano (BIS-TRIS)

Acido 2-(N-ciclohexilamino)etanos

sulfénico (CHES)

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

Glucosamina
Imidazol

Glicilglicina

A - N80 permite crescimento ou parcialmente citotdxico.

B - Extremamente citotdxico.

57,7

63

178,4

1038,4

51,5

288,4
B

66,9
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A Tabela II, apresenta vdrios agentes reguladores
de osmolaridade que foram examinados relativamente & solu-
bilizac8o de corantes de cianina. Todas as medidas de con-
centragdo foram efectuadas apbs remog¢8o dos precipitados
por centrifugacfo e dissolugdo de pequenas alfquotas dos
agentes reguladores de osmolaridade contendo corantes de
cianina em etanol para andlise espectrofluorométrica, Os
corantes utilizados foram o DiSCl4(5) e o DiOClé(B}, e oS
agentes reguladores de osmolaridade encontravam-se em con-
centragBes iso-osmbticas. As redug8es na intensidade de
fluorescéncia na solugdo padrdo de etanol, correlacionam-—
-se directamente com redug¢des na solubilidade do corante

de cianina.

TABELA TT

Intensidade relativa
de Fluorescéncia (CCEC)

Agente Regulador de Osmolaridade DiSCl4(5)— 910014(3)

i R

Etanol 100 100
Glucose 31 1c0
Frutose 35 100
Sorbose 40 100
Sacarose 41 1c0
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
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TABELA II (Continuacdo)

Agente Regulador de Osmolaridade

Acido tris(hidroximetil)-metila-

minopropanosulfdnico (TAPS)

Acido 3-(ciclohexilamino)~l-pro-

panosulfdnico (CAPS)

Acido N-(2-hidroxietil)piper zi=-
na-N-3-propanosulfdnico (EPPS)

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-
-M'-2-hidroxipropanosulfdnico
(HEPPSO)

Kcido 3-/N,N-bis(2-hidroxietila-
mino/~-2-hidroxipropanosulfdnico

(DIPSO)

NaCl

Solugdo Salina Tamponada com fos
fato

NaZSO4

NaT

Cloreto de Colina

Todeto de Colina

Intens

idade relativa

de Fluorescéncia (CONC)

DiSCl4(5) DiOC14(3)
18 ND
40 ND
18 ND
20 ND
4 3 %X WD

6 1,7
2,1 6,5
7,4 1,6
1,1 0,14
11%* 6,43
0,16 2,3

* Precipita em etanol, ndo foi possivel obter resultados.

** Artefacto devido & existéncia de cristais grandes que

n8o pelotizaram.

xx%x Precipita em etanol (resultados gquestiondveis).

ND-N&o determinado.
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Como se pode verificar na Tabela II, os corantes de
cianina s&o muito menos solfiveis na presenga de sais clds-
sicos que na presenga de agﬁcares, excepto lixose, agﬁcar-
-41coois, aminodcidos e dos tampdes de Good, TAPS, HEPPSC,
DIPSO, CAPS e EPPS. Adicionalmente, determinou-se a estabi
lidade das solug8es de DiSC14(5) em agucares como glucose,
frutose, ribose, sorbose, sacarose e xilose, agﬁcar-élcoois
como glicerol, inositol, xilitol e adonitol, e aminodcidos
como glicina e arginina. C corante de cianina mostrou ser
estdvel nas solugBes testadas durante pelo menos vinte minu
tos, tempo este que é suficiente para uma marcag¢do reprodu-
tivel, e em muitos dos agentes a guantidade de corante de
cianina nf%o tinha diminuido significativamente aoc fim de

sessenta minutos.

Mais ainda avaliou-se a solubilidade dos corantes de
cianina num meio contendo sais cldssicos e reguladores de
osmolaridade nos quais os corantes s&o soltveis. A solubili
dade do DiSC14
foi significativamente afectada pela diluig8o com agua des-
tilada. A solubilidade do DiSCl4(5) na solugdo de glucose
iso-osmética, no entanto reduziu-se significativamente pela
diluic8%o com apenas cerca de 20% de solugdo de cloreto de
sédio iso-osmética. Assim, a marcagdo reprodutivel de célu-

(5) numa soluc3o de glucose iso-osmbtica n¥o

las com corantes de cianina pode ser efectuada num meic con
tendo n3o mais que pequenas quantidades de sais clédssicos,
como cloreto de s8dio, cloreto de potdssio, cloreto de cdl-
cio, acetato de sédio, acetato de potdssio, sulfato de sb-
dio, iodeto de sédio, cloreto de cclina ou iodeto de colina
e é de preferéncia efectuada num meio em que ndo se utilizem

sais cléssicos para regular a osmolaridade.

As células marcadas com corantes de cianina usando
o processo do presente invento foram analisadas para deter-
minar o efeito de marcacdo na viabilidade das células. Célu
las V79 postas & disposic8o pelo American Type Culture Col-
lection, Rockville, Maryland, e descritas em Prescott, D.
M., Ann. New York Acad. Sci., 397:101-109 (1982), foram co-
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radas com uma solucgdo contendo Dioclé(B) a uma concentra-
c8o de 1072 ou 4x10"°M e as cinéticas de crescimento das
células marcadas foram comparadas com células n8o coradas

e com uma mistura em partes iguais de células marcadas e
n%o marcadas. O tempo de duplicagdoc das células nfo foi afe
ctada pela marcag8o com corante de cianina. Assim, a marca-
¢%0 n¥o teve qualquer efeito no crescimento celular. Por ou
tro lado vdrios outros testes padr8o de viabilidade celular,
tais como Exclus3o do azul de Tripano e Exclusdo do iodeto
de Propidio, confirmaram uma auséncia de efeito da marcagdo
com corantes de cianina de acordo com 0s processos descri=-

tos sobre a viabilidade das células.

0 efeito da marcac8o com corantes de cianina na via-
bilidade das células foi também determinade por medigdo da
fragilidade dos glébulos vermelhos. Suspenderam-se glébulos
vermelhos, marcados e ndo marcados, em meio de cloreto de
sédio com vdrias forcas osméticas obtidas por variagdo da
concentragdo de sal. As distribuig¢Bes volumétricas dos glé-
bulos foram medidas utilizando um Coulter Counte munido
de um acessbério de estreitamento, Determinaram-se os volu-
mes médios e representaram-se gréficamente os valores obti-
dos para cada concentrag¢8o de sal, verificando-se que os VO
lumes aumentam com a diminuig8o da concentrag¥o de sal até
aproximadamente 0,5 g/100 ml, concentragdo para a qual o vo
lume apresenta uma gueda brusca. Neste ponto os glébulos
vermelhos entram em lise. Mais ainda, as variagles de volu-
me foram as mesmas quer os gldébulos estivessem marcados com

corante de cianina, quer néo.

De forma semelhante, analisou-se a hemdlise em amos-
tras paralelas como fungdo da concentragdo de cloreto de sé
dio. Depois de os gldbulos vermelhos terem sido colocados
em cloreto de s8dio, durante aproximadamente 2-3 minutos,
centrifugaram-se as solug8es para peletizar as células que
n8o tivessem sofrido lise. As solug8es sobrenadantes foram
ent3o submetidas a andlise espectrofotométrica para determi

nar as concentragdes de hemoglobina. A percentagem de lise
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é determinada por comparagio das concentragdes de hemoglo-
bina de cada uma das amostras com um controlo de lise total.
A concentraciio de hemoglobina livre era relativamente baixa
até se atingir aproximadamente a concentrag3o de 0,5 gramas
de cloreto de sddio por 100 ml, altura em que a hemoglobina
é imediatamente liberta. Por comparagsio com os resultados

de fragilidade dos gldébulos vermelhos, as variagBes de volu-
me encontram-se directamente correlacionadas com a liberta-
¢%0 de hemoglobina. liais ainda, a libertag®o de hemoglobina
foi a mesma em células marcadas e n#o marcadas.

Para testar in vivo a estabilidade das células marcg
das com corante de cianina de acordo com o processo do presente
invento, retiraram-se gldbulos vermelhos de rato, marcaram-se
com DiSCl4(5) e re-inseriram-se o8 globulos no rato. Em se-
guida, retiraram-se periodicamente amostras de sangue que fo-
ram analisadas para determinacgio da percentagem de glédbulos mar
cados e da intensidade de fluorescéncia dos globulos marca-
dos. O ntmero de gldébulos vermelhos em circulagZo diminuiu
linearmente em fung¥o do tempo e o tempo de vida das células
marcadas medido, 52 dias, correlaciona-se razoavelmente com o
tempo de vida médio, 40 a 60 dias, estabelecido para oS globu-
los vermelhos de ratos. Assim, a marcag3o com corante de
cianina n3o afecta a velocidade de clarificagéo dos gldbulos
vermelhos.

Em todos, menos um, dos cinco ratos testados, a in-
tensidade de fluorescéncia dos globulos marcados mantinha-se
essencialmente inalterada 60 dias apds a marcagsio e re-injec-—
o%0. No quinto animal, n%o mais de 20% do corante de ciani=-
na tinha migrado para fora dos gldbulos marcados apos 60 di-
as na circulagiio do rato. Estes resultados, combinados com
ns resultados de cultura de tecido que mostram a inexistén-
cia de transferdncia de corante de células marcadas para n#o,
marcadas, demonstram que as células sHo marcadas de forma es-

tavel com 5S corantes.
As células vidveis marcadas com corantes de cianina de

acordo com os processos do presente invento, sZo utilizadas
em numerosas aplicagdes que requerem a capacidade de distinguir
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mdltiplas subpopulacgBes de uma populag8o de células, Por
exemplo, para determinar se as redugdes ﬁés—transfusionais
de gldébulos vermelhos no resultado do hematdcrito resultam
de perdas de sangue ou de reacgdo imunoldgica para as célg
las obtidas por transfusf8o, marca-se uma aligquota das célg
las, antes da transfus8o, de acordo com o processo do pre-
sente invento e determina-se, imediatamente apds a transfu
s8o, a fracc8o de gldbulos vermelhos marcados em circula-
¢8o. Em seguida, quando se encontra uma queda do hematécri
to compara-se a fraccgfo de glbébulos marcados com a obtida
imediatamente apds a transfusdo e avaliam-se as velocida-
des relativas de redug8o para células marcadas e ndo marca
das. Redugdes equivalentes para células marcadas e ndo mar
cadas indicam perdas de sangue causadas por sangramento,
enquanto que redugBes superiores de gldbulos marcados indi
cam uma reaccdo imunoldgica aos gldbulos obtidas por trans
fus8o. Usando uma metodologia semelhante as redugBes do nd
mero de plagquetas apds uma transfus8o de plaguetas, provo-
cadas por sangramento podem ser distinguidas das reacg8es
imunoldgicas 3s plaquetas obtidas por transfusfo.

0 processo do presente invento é também utilizado
para determinar a velocidade de crescimento de células de
mamiferos cultivadas. De cada vez que uma célula cultivada
marcada se divide; o corante de cianina distribui-se igual-
mente entre as cdlulas filhas. Assim, utilizando técnicas
de citometria de fluxo para comparar a intensidade de fluo-
rescéncia das células apds um dado periodec de crescimento
com a intensidade de fluorescéncia imediatamente apds a co-
lorag8o, pode determinar-se o nimero de divis8es celulares

e, consequentemente, a velocidade de crescimento.

Os exemplos seguintes ilustram o presente invento e
ndo pretendem de forma alguma limitar o 8mbito do invento

tal como acima definido e reivindicado adiante,
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EXEMPLO 1

Processo de marcac8o de células de cultura de tecido

I. Preparac3o das células

Utilizaram-se células de cultura de tecido em fase
exponencial de crescimento para obtengdc de melhores resul
tados. As culturas em suspensfo sdo removidas do vaso de
cultura e colocadas em tubos de centrifugagdo de polipropi

leno.

Quando se utilizam culturas de monocamada, os sobre
nadantes devem ser removidos e as células aderentes lava-
das com uma solugfo salina tamponada com fosfato isento de
cdlcio e magnésio, para remover do frasco as proteinas de
soro. Adiciona-se uma solugdo de tripsina-EDTA (Gibco Labo
ratories, Grand Island, New York, = 610-5300) para cobrir
o fundo do frasco e deixa-se este a incubar a temperaturé
ambiente até que a monocamada de células se desprenda e de
sagregue. A suspensdo celular resultante é transferida pa
ra um tubo de centrifuga de polipropilenoc e adiciona-se um
volume igual de meio de cultura contendo 10% de soro fetal
de bovino (FBS) (Hazelton) para parar a accfo enzimdtica
da tripsina. As células s8o centrifugadas a 400xg durante
dez minutos 3 temperatura ambiente. Os sobrenadantes s&8o
removidos por aspiracdo e adiciona-se em sua substituigfo
um volume igual de manitol isc-osmbético para re-suspender
as pelotas celulares. Esta lavagem com manitol destina-se
a remover as protefnas do plasma da suspensfo celular e a
preparar as cdlulas para a marcagdo. As células s8o novamen
te centrifugadas a 400xg durante dez minutos & temperatura
ambiente. Cs sobrenadantes s8o removidos por aspiracg8o e a
pelota celular resultante é novamente suspensa numa solugfo
de manitol com uma concentrag¢do de 2x106 células/ml para
marcag8o. Alguns tipos de células, no entanto s8o sensiveis
ao uso de um agicar-dlcool (manitol); nesses casos pode uti
lizar-se uma solug8o de glucose iso-osmbética (PM 180,16;
54,05 g/1).
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TI. Preparac8o de solucBes de corante concentradas

S%o preparadas solugBes com uma concentragdo de

2x10-3M, em etanol absoluto, da forma seguinte:
DiO-Cl4(3) PM 800 (1,600 mg/ml)
DiS—Cl4(5) PM 814 (1,628 mg/ml)
Di0-C,g(3) PM 936 (1,872 mg/ml)
DiI-Cl4(5) PM 850 (1,700 mg/ml)

Todos og corantes foram obtidos da Molecular Probes,
Bugene, Oregon.

As solugBes de corante foram sonicadas para assegu-
rar a solubilizag8o completa do corante e para minimizar a
aderéncia aos tubos. Utilizam-se na preparagdo das solu-
¢Bes de corante tubos de poliestireno de forma a que se
possa observar a solubilidade do corante, Para efectuar a
marcac8o das células utilizam-se no entanto tubos de poli-
propileno uma vez gque os corantes de cianina em meio aquoso
s80 muito menos aderentes ao polipropileno gue ao poliesti-

remno.

III. Colorac8o das células

A concentrag8o das células é ajustada a 2x10°% cé1u-
las/ml em manitol iso-osmético. Para corar as células adi-
ciona-se &s solug®es a corar a solugdo de corante concen-
trada, com uma concentragfo de 2x10-3M numa quantidade de
5ul de corante por cada ml de suspensdo celular. A amostra
a corar é pipetada ou agitada no vértex para se misturar
completamente. As células sdo incubadas com o corante du~
rante dez minutos, apds o que se remove uma pequena aliquo
ta que é examinada num microscdpio fluorescente para asse-
gurar que ocorreu uma coloragdo intensa e uniforme. A série
de corantes DiC requer filtros/%ﬁcroscépio selectivos a uma
radiac8o de excitag8o de 488 nm, enquanto que as séries de
corantes DiS e DiI reguerem uma excitag8o préxima dos 575

nm para observag8o de fluorescéncia.

Findo o periodo de incubag¢do, adiciona-se um volume
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igual de soluc8o salina tamponada com fosfato (PBS) & sus-
pens8o de células coradas., As células s8o entdo centrifuga
das a 400xg durante dez minutos a 20°c. 0 sobrenadante &
aspirado e a pelota é novamente suspensa em PBS., Repete-se
o processo de centrifugac8o e o sobrenadante resultante é
observado para averiguagdo da presenga de corante., Se o cQ
rante for visualizado no sobrenadante, a lavagem é repeti-
" da até n8o se detectar nos sobrenadantes qualquer vestigio
de corante livre, por medic8o espectrofluorométrica., Apds
a lavagem final o sobrenadante é removido ¢ a pelota é no-
vamente suspensa com a concentragdo desejada num meio de
cultura adequado. Todos estes processos s83o efectuados em

condig¢Bes de esterilizacgdo.

EXEMPLO 2

Colorac8o de Gldbulos Vermelhos

I. Preparacdo do reagente

A. Anticoagulante Citrato

1,66 g ~ Citrato de sddio
0,206 g Acido citrico
0,140 g NaH2P04

1,61 g Glucose

Os componentes acima listados s8o dissolvidos em 63
ml de &gua destilada e o pH da solug8o é ajustado a 5,6. A
solugqo final é passada através de um filtro de 0,22 micron

para esterilizagdo.

B. Solucfo de Glucose Iso-Osmdtica

Dissolvem-se 54,05 g de glucose em um litro de dgua
destilada. A osmolaridade é verificada usando um osmdémetro

Fiske e ajustada a 320mOsm se necessdrio.
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II. Preparacd3o de Corante Concentrado

Prepara-se uma solu¢8o concentrada de DiIClQ(S)
2x10"°M por dissolugfo de 1,628 mg/ml de corante em eta-
nol absoluto. Pode ser necessdrio efectuar uma sonicacgo

3

para solubilizar completamente o corante,

III. Processo de Colorac8o

Todo o sangue é recolhido assédpticamente em reci-
pientes onde foi feito o vdcuo contendo citrato de sddio
ou numa seringa contendo o citrato anticoagulante, ante-
riormente preparado, numa quantidade igual a um décimo do
volume total da seringa. Reserva-se uma peqguena aliguota
para citometria fluida ou testes de funcionalidade. O san
gue é centrifugado a 100xg durante dez minutos & tempera-
tura ambiente para pelotizar os glébulos vermelhos. O
plasma contendo plaquetas é removido e reservado e 0s glé
bulos vermelhos s8o lavados por adigdo de glucose iso-os-
mética numa gquantidade igual a cinco vezes o volume da pe
lota compacto de gldébulos vermelhos. As células deverdo en
t8o ser novamente centrifugadas a 100xg durante dez minu-
tos & temperatura ambiente, com remogdo do sobrenadante
por aspiragdo, Esta lavagem gue remove as proteinas do plas
ma e que permite uma colorag8o mais intensa e uniforme & re
petida uma vez mais. Apds a centrifugac8o final e aspirag8o
do sobrenadante, os glébulos vermelhos s8o re-suspensos em

. . o 8
glucose iso-osmética com uma concentracg3o de 4x10~ células/
/ml.

Antes da adigdo do corante, a amostra é pipetada ou
agitada no wrtice para assegurar que nfo ocorreu sedimenta-
¢80. Adicionam~se gquinze microlitros do DiSCl4(5) cdncentpg
do (2mM em ETOH) a cada mililitro da suspens8o de gldébulos
vermelhos. A amostra é imediatamente misturada para assegu-
rar a distribuic8o rdpida e uniforme do corante em solugfo.
Apds cerca de cinco minutos remove-se uma pequena aliquota
para observac8o microscépica. Desenha-se um circulo numa lg
mina de vidro do microscdpio usando um ldpis de cera e colo
ca-se no interior desse circulo uma pequena amostra das cé-
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lulas da solucdo corada, Cobre-se a lé&mina com uma lamela
e observa-se a amostra. A utilizag8o do 1ldpis de cera mini
miza a transformacgf8o discécito-equinbcito devida & l&mina
de vidro o &4 lamela. A utilizac8o de l4minas e lamelas de
pldstico evitard também esta transformag8o. Desta forma po
de assegurar-se que a estrutura dos glbébulos vermelhos se
mantém durante todo o processo de colorag8o ao mesmo tempo
que se assegura uma coloragdo intensa e uniforme. As célu-
las dever8o encontrar-se uniformemente coradas ao fim de
cinco minutos pelo que ndo deverdo ser necessdrios tempos

de exposig8o superiores a dez minutos.

Apés se determinar gue as células se encontram uni-
formemente coradas, adiciona-se 3 suspensdo corada um volu
me igual de solug3o salina tamponada com fosfato. As célu~
ias sfo centrifugadas a 4C0xg durante dez minutos 3 tempe-
ratura ambiente e o sobrenadante é removido. Existirdo ge-
ralmente tracos visiveis de corante livre nos sobrenadan-
tes, apds a centrifugagdo e portanto, O pProcesso de lava~-
gem com solucdo salina tamponada com fosfato, contendo cél
cio e magnésio, deve ser repetido até que ndo se detecte
corante livre no sobrenadante, por medig¢do espectrofluoro-

métrica.

Neste ponto as cédlulas podem ser suspensas numa so-
lug8o apropriada para se efectuarem experiéncias, ou em
plasma pobre em plaquetas para re-injecg¢do num animal, Pa-
ra a re-injecg8o o processo geral utilizado é a re-suspen-
s%0 dos glébulos vermelhos corados no volume de plasma re-
cuperado na primeira centrifugag¢8o do sangue recolhido e
que foi centrifugado a 400xg para remogdo das plaquetas.

Todos os processos s8o efectuados usando técnicas estéreis.
BXEMPLO 3

Coloracdo de plaguetas

I. Preparacdo das Células

0 sangue & recolhido em recipientes onde foi feito
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vdcuo, contendo citrato de s8dio ou em seringas contendo o
citrato de s8dio anticoagulante, anteriormente preparado,
numa quantidade igual a um décimo do volume total da serin
ga. As células s8o centrifugadas a 10Cxg durante dez minu-
tos & temperatura ambiente para obter um plasma rico em
plaguetas. Em todos os processos que envolvem plagquetas u-
tilizam~-se pipetas de pldstico e tubos de centrifuga de po

lipropileno para evitar activagdo.

0 plasma rico em plaquetas é aspirado e transferido
para outro tubo de centrifuga. As plaquetas s8o entdo peleg
tizadas no plasma por centrifugacdc a 1C00xg durante dez
minutos a 2¢°c. © plasma é entfo recolhido e reservado quer
para testes de funcionalidade quer para ser utilizado cowmo
meio de suspens8o para re-injecg¢do. Este plasma deverd ser
girado a 400xg durante dez minutos para assegurar a remog&o
de quaisquer plaquetas residuais, antes de ser utilizadc co
mo meio de re-suspensfo, e é aqui referido como plasma po-

bre em plaquetas (PPP).

] A pelota de plaguetas obtida na centrifugagdo a
1000xg deverd ser cuidadosamente re-suspensa num pequeno vo
lume de citrato anticcagulante para obter uma suspensdo de
concentragdc uniforme. Finda esta operagdo pode adicionar-
-se glucose iso~csmbtica como diluente, numa gquantidade
igual ao plasma originalmente presente. As plaquetas sdo
entdo centrifugadas a 300xg durante cinco minutos e os so-
brenadantes s&o removidos por aspiragdo. Esta lavagem com
glucose remove as proteinas residuais do plasma e permite
uma coloragdo mais intensa e uniforme. A pelota de plague-
tas é re-suspensa na solug8o de glucose e encontra-se pron-

ta para a coloragdo.

A concentrag8c de plaquetas é ajustada a 4x10° célu-
las/ml e adicionam-se 15Ul do 910614(3) em‘stock“(ZmM em
ETOH absoluto) por cada ml de suspensdo de plaquetas. A sus
pens8o é imediatamente, mas suave e cuidadosamente, mistura
da para assegurar uma distribuic8o uniforme do corante,., As

plaguetas s3o observadas, usando um microscdpio fluorescen-
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te, para assegurar gue ocorreu uma coloragdo uniforme e se
tal se verificar as plaguetas est8c agora em condigles de

ser separadas do corante livre em suspensdo.

TT. Utilizac8o de uma coluna Sephadex G-100 para separacgdo

de plaguetas coradas

A Sepharose 2B tem sido tradicionalmente utilizada
para isolar plaquetas de plasma rico em plaquetas. Verifi-
cou-se que o Sephadex G-1l0C é também eficiente para isolar
plaquetas. Esta técnica é aplicada com a tecnologia de co-
loragdo e funciona da seguinte maneira. Carrega-se para a
coluna uma suspensdo de plaquetas-corante., As moléculas de
corante de pequenoc peso molecular s8o retidas no meio das
partfculas do enchimento enquanto que as plaquetas, sendo
maiores, passam directamente atravéds da coluna. Desta for-
ma, o Sephadex G-100 pode ser utilizado para separar pla-
quetas fluorescentemente coradas, do corante livre em sus-

pensdo.

A, Preparacdo da Coluna

O Sephadex G-10C (Pharmacia Laboratories Piscataway,
New Jersey) é hidratado de acordo com as instrugles do fa-
bricante, e lavado com acetona (l0C%) na preparagdo para
uso como meio de separagfo de plaquetas. O processo de lava
gem é efectuado por centrifugagdo do Sephadex a 300xg duran
te dez minutos 3 temperatura ambiente, remog¢do do sobrena-
dante e re-suspensfo numa solu¢do salina equilibrada de Han
tes ("Hantes Balanced Salt Solution"). C Sephadex deverd
ser repetidamente lavado com solugdo salina equilibrada de
Hantes até n8o se detectar qualguer odor de acetona. A solu
¢80 resultante é desgaseificada por insergdo num banho de

dgua em ebulic8o por vdcuo.

A lama de Sephadex é ent8o utilizada para encher a
coluna. Como suporte da coluna utiliza-se uma seringa de
10 cc sem 8mbolo. Liga-se ao eixo da seringa um tubo de si-

licone e utiliza-se uma pinga ajustdvel para regular o cau-
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dal de fluldo através da coluna. Utiliza-se um crivo de ny
lon com quarenta e sete micra de malha como suporte na ba-
se da seringa para reter o leito de Sephadex. Deverdo evi-
tar-se as colunas convencionais de vidro com suportes fil-
trantes constituidos por pedagos de vidro uma vez que es-
tes poder8o activar as plaquetas. A coluna é chela com Han
tes e adicionam-se peguenas quantidades da lama/qephadex.
A pinga & suficientemente aberta para permitir a passagem
de um caudal pequeno mas consistente. Esta operagdo compa-
cta uniformemente o Sephadex e evita a formagdo de canais
e de poros cheios com ar. A operagdo de adigdc de HBSS e
lama de Sephadex é repetida até se obter a altura de enchi
mento desejada. A coluna deve ser completamente inundada

com HBSS (2 volumes vazios) antes de ser utilizada.

B. Separacdo de Plaguetas

A suspens8o de plaguetas e corante é cuidadosamente
acamada sobre o Sephadex. A pinga na base da coluna deverd
encontrar-se aberta de forma a permitir que o nivel de
fluldo na coluna desga até alcangar o topo do fluido de Se
phadex. Nesta altura deverd aumentar-se o caudal para per-
mitir que a suspens8o penetre no Sephadex. Quando o nivel
atinge o topo do Sephadex deve diminuir-se novamente o cau
dal. Adiciona-se ent8o cuidadosamente HBSS suficiente ao
topo da coluna de forma a criar um tamp8o que permita efe-
ctuar fdcilmente adig¢Bes posteriores de HBSS sem perturbar
o Sephadex. Nesta altura aumenta-se novamente o caudal na
coluna. A utilizag8o deste processo permite que a suspen-
s8%0 de plaguetas forme uma banda estreita no gel, migran-
do com uma velocidade razodvelmente uniforme ao longo do
comprimento da coluna. Desta maneira obtém~-se um eluente
com maior concentrac8o de plagquetas. ¢ fluxo através da co
luna deverd ser continuado recolhendo-se fracgles de 0,5 a
1,0 ml. As fracgBes contendo plaqguetas serdo visiveis pela
sua opacidade e podem ser reunidas. As fracgles reunidas

s8o0 ent8o centrifugadas a 300xg durante dez minutos. C so-
brenadante é aspirado e a pelota pode ser re-suspensa num
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meio adequado para efectuar experiéncias ou andlises, ou
em plasma pobre em plaguetas para determinagles de funcio-

nalidade ou re-injecgdo.

As concretizagSes preferidas do presente invento sdo
ilustradas pelo gue acima ficou exposto, no entanto, o in-
vento ndoc é limitado pelas ilustragdes aqui descritas e re-

serva-se o direito de todas as modificacg8es no &mbito das

reivindicag8es seguintes.
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1 - Método para a marcagio de células viaveis com um
corante de cianina, caracterizado por compreender a obteng#Zo de
uma solugzo de corante de cianina com uma concentraczo até cer-
ca de 10—5M, a obtencso de células viaveis para serem marcadas,
a dispersto das células viaveis num meio contendo um agente re-
gulador de osmolaridade que nZo afecta significativamente a via-
bilidade das células e que proporciona uma marcagzo celular re-
produtivel e, 0 contacto das células viaveis com uma quantida-
de de soluczo de corante de cianina suficiente para marcar
s células vidveis com um corante de cianina,

2 - Método, de acordo com a reivindicagdo 1, carac-
terizado por o agente regulador de osmolaridade ser um agﬁcar,
um agucar-dlcool, um aminodcido, ou um tampZo de Good ou uma
combinags@o destes compostos.

3 ~ Método, de acordo com a reivindicag3o 2, carac-

terizado por o meio ser iso-osmdético.

4 - Método, de acordo com a reivindicag3o 3, carac-
terizado por a célula ser um gldbulo vermelho.

5 - Método, de acordo com a reivindicagdo 3, carac-
terizado por a cédlula ser um gldébulo branco.

6 - Método, de acordo com a reivindicagZo %, carac-
terizado por a célula ser uma plagueta.

7 - Método, de acordo com a reivindicagdo 3, carac-
terizado por o agente regulador de osmolaridade ser um agi-

car.

8 - Método, de acordo com a reivindicagldo 7, carac-

terizado por o acglcar ser a glucose.
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9 - Método, de acordo com a reivindicagdo 3, cara-
cterizado por o agente regulador de osmolaridade ser um agé

car-4&lcool.

10 - Método, de acordo com a reivindicagdo 9, cara-

cterizado por o agucar-dlcool ser o manitol.

11 - M&todo de acordo com a reivindicagdo 3, cara-

cterizado por o agente de osmolaridade ser um aminodcido.

12 - Método, de acordo com a reivindicag8o 11, cara-

cterizado por o aminodcido ser a glicina.

13 - M&todo, de acordo com a reivindicagdo 3, cara-
cterizado por o agente regulador de osmolaridade ser um

tampdo de Good,

14 - Método, de acordo com a reivindicagdo 13, cara-
cterizado por o tampdo de Good ser o HEPPSO (4cido N-2-hi=-

droxietilpiperazino-N'-2-hidroxipropanossulfénico).

15 - Método, de acordo com a reivindicag¢do 13, cara-
cterizado por o tampdo de Good ser o EPPS (4cido N-(2-hidro

xietil)piperazino-N'-3-propanossulfénico).

16 - M&todo, de acordo com a reivindicagdo 13, cara-
cterizado por o tamp8o de Good ser o TAPS (4cido tris(hidro

ximetil)metilaminopropanossulfdnico).

17 - M&8todo, de acordo com a reivindicagdo 13, cara-
cterizado por o tampdo de Good ser o CAPS (4cido 3-(ciclo-

~-hexilamino)-1l-propanossulfdnico).

18 - Método, de acordo com a reivindicagdo 13, cara-
cterizado por o tampdo de Good ser o DIPSO (&4cido 3-/ N,N-

-bis(2-hidroxietil)amino_/-2-hidroxipropanossulfénico).
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19 - létodo, de acordo com a reivindicagZio 3, carac-
terizado por o corante de cianina ser DiSCy,(5) ou seja o com-

posto possuindo a férmula

Y Y
+2>—-(CH=CH%H—CH=:<;
i i

(?HZ)n—l (CHy) 1
CHB CH3
na qual
Y é enxofre;
é 2; e
n é 14

20 - Létodo, de acordo com a reivindicagdo 3, carac-
terizado por o corante de cianina ser DiOC (3), composto com
a férmula apresentada na reivindicag3o anterior, na qual

Y é oxigénio;

(D~

1l; e
14,

n

D~

n

21 - Processo de preparacio de uma composigio eficaz
para marcac3o de células viéveis com um corante de cianina,
caracterizado por se dissolver um corante de cianina numa
concentragio de até IO‘ZM, nun agente regulador de osmolari-
dade que n%o afecta significativamente a viabilidade das cé-

lulas.

22 ~ Processo de acordo com a reivindicag#o 21, carag
terizado por o agente regulador de osmolaridade ser um aglcar,
um agucar-alcool, um aminoacido, ou um tampZo de Good ou uma

combinag#o destes compostos.
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23 - Processo de acordo com a reivindicagdo 22, ca-

. 7/
racterizado por o agucar ser a glucose.

24 - Processo de acordo com a reivindicagdo 23, ca-

racterizado por o agucar-&lcool ser o manitol.

25 - Processo de acordo com a reivindicagdoc 23, ca-

racterizado por o amincdcido ser a glicina.

26 - Processo de acorde com a reivindicagdo 22, ca-
racterizado por o tampdo de Good ser HEPPSO, EPPS, TAPS,

CAPS, ou DiPSC.

27 - Processo de acordo com a reivindicagdo 22, ca-
racterizado por o corante de cianina ser o DiSCl4(5) ou ©

DiOCl4(3).

28 - Método de acordo com a reivindicag¢do 3, cara-
cterizado por a célula ser uma célula de tecido de cultura.

Lisboa,29 Wlee?

Por SMITHKLINE BECKMAN CCRPORATICOKN

- O AGZNTE COFICIAL -
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