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"iétodo para a detecgHo celular

para que
SMITHKLINS BBECKMAN CORPORATION,
pretende obter privilégio de in-
venc¢3o em Portugal.

RIS Lo

A presente invencg3io refere-se a métodos de detecgdio
de células in vivo e de deverminag3o in vivo da vida das célu~-
las. Marcam-se as células com corante de cianina e faz-se a
deteccsio por medigd3o da fluorescéneia, absorvancia ou por de-
teccso das sondas de ressondncia magnética nuclear incluidas
nos corantes de cianina. Utilizando os métodos da presente in-
vencio, determinam-se as vidas dos gldbulos vermelhos e das
plaquetas. As células sZo também detectadas para determinar os
locais de tumores metastdticos ou primdrios ou os locais de
infecgso oculta. Além disso, as velocidades a que as células
passam nos vasos é utilizada para determinar a desobstrugdo dos
vasos sanguineos e z agregaciio das plaquetas.
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MEMORIA DESCRITIVA

ENQUADRANENTO DA INVENCED

Dominios da Invenc#o

ssta invencg3o refere-se a métodos de detecgHo de cé-
lulas in vivo e métodos para determinar o tempo de vida das cé
lulas in vivo.
Informacso Anterior

A determinacg3o do tempo de vida e a detecgHo celular
in vivo requerem que as células sejam identificadas com um mar
cador que se mantenha estavel na célula, i.e., que n3o saia da
célula e que nf#o afecte a sua fungZio de modo significativo.

Os marcadores presentemente disponiveis n#o possuem estas caragc

teristicas necessarias. Os anticorpos fluorescentes, por exem-
plo, nZo s¥o adequados porque se separam imediatamente da célu~
la., N#o se podem utilizar outros marcadores potenciais porque
interferem com a fung3o da célula.

T8m-se utilizado corantes de cianina em diversas apli

cagdes bioldgicas. Os corantes de dioxacarbocianina tém sido

utilizados na realizac3o de contagens diferenciais de gldbulos
brancos. Gunter Valet, Max Planck Ges Wissensch; Patent Acces-
sion Number 84-102307/17, Simultaneous Quantitative Determina-
tion of Blood Cells by Selective Staining and beasuring Volume
and Fluorescente. Contudo, os corantes utilizados nestes estu-
dos sZo corantes de carbociwnina de cadeia curta (menos de dez
dtomos de carbono) e reagem a variagBes nos potenciais de mem-
brana. Além disso, os corantes de carbocianina de cadeia curta

penetram nas mitocdndrias da célula, s#o citotdéxicos, e quando
as células sio lavadas estes corantes saem facilmente da célu-
la quer o potencial da membrana celular seja ou ndo modificado.
Utilizam-se outros corantes de cianina de cadeias curtas ali-
faticas em muitos outros testes bioldgicos. Contudo, as molé-
culas de cadeia curta reagem aos potenciais de membrana e atra
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vessam a membrana da célula penetrando nas mitocdndrias. H. M.
Shapiro, Patente americana n?. 4, 343, 782 de 10, Agosto, 1982.
Os corantes de cadeia curta também s¥o tdéxicos para as células
e nzo podem ser utilizados para detectar células in vivo.
Corantes de tricarbocianina (¥ox, I. J., et al.,
Proc. Mayo Clinic, 32:478-484, 1957) e o corante azul de ivans
(Schad, H., et al., Pfluegers Arch, sur. J. Physiol.,
370(2) :139-144, 1977) tém sido utilizados in vivo pera avallar
o débito cardiaco por um método de diluigZo. Dow (Dow, P.,
Physiol. Rev., 36:77-102, 1956) descreve o método como uma in-
jeccso, de uma quantidade conhecida de um indicador intravas-
cular, no lado venoso dos pulmdes e medig¥o do tempo decorri-
do para concentracio arterial do indicador, para determinar o
volume entre os pontos de injecgZio e de recolha de amostras.
NZo se utilizam estes corantes para corar as células.

Resumo da Inveng3o

A presente invenc¢®o refere-se a novos processos para
detectar células in vivo e para determinar o tempo de vida das
células in vivo.

De acordo com 0s novos processos de detecgZio de célu
las agora inventados, marcam-se primeiro as células com um co-
rante de cianina, injectam-se num paciente e utiliza-se, ent3o,
o corante de cianina para localizar as células. Noutra concre-
tizacio determina-se o tempo de vida das células pela medigZ3o
da velocidade de desaparecimento das células marcadas.

Descrigdo da Inveng3o

Nos métodos de detecgfo de células in vivo e de deter
winagZo in vivo da vida das células a que se refere a presente
inveng3o, marcam-se as células com corantes de cianina.

Os compostos aqui referidos como corantes de cianina

tém a seguinte estrutura:
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na qual:

Y é oxigénio, enxope, metileno ou metileno parcial-

mente substituldo por alquilo;

m e 0-3; e

n é 12-22.
Aqui o metileno substituido por alquilo refere-se a metileno
mono ou di-substituido que tenha qualquer combinagZ@o dos sups-
tituintes metilo, etilo ou propilo.

0s compostos da estrutura indicada s&o representados
pela seguinte férmula abreviada:

DiYCn (2m+1)
Sims, P. J. et al., Biochem, 13:3315 (1974). Assim, por exem-
plo, o composto em que Y é enxofre e que tem trés atomos de
carbono a ligar os anéis e duas cadeias alifdticas de carobono
14 é representado como DidSv (3) De modo semelhante, DiIL (5)
indica o composto em que Y e 150proplio e que tem cinco atomos
de carbono a ligar os anéis e duas cadeias alifdticas de car-
bono 14 .,

Incluidos nos compostos aqui referidos como coruntes
de cianina estZio compostos da estrutura mencionada que tenham
uma ow mais substituicBes desde que tais compostos substitui-
dos sejam soluveis no meio de marcag3o da célula durante, pe-
1o menos, o tempo necessario a marcagio € tenham um coefici-
ente de partigZo da membrana suficientemente elevado para se
manterem associados com as membranas das células marcadas. Es-
tes compostos, nas concentragdes necessadrias a marcaglo, tam-

bém nZo devem afectar de modo significativo a viabilidade da
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célula. Determina-se a solubilidade no meio de marcagiio célu-
lar, tal como adiante se demonstra, disseminando um corante
de cianina no meio de marcac3o e medindo a intensidade de
fluorescéncia por meio de técnicas espectrofluorométricas pa-
dronizados. A diminuig¢3o da intensidade de fluorescéncia in-
dica precipita¢sio e aderéncia do corante as paredes dos vasos
Para determinar se os corantes se mantém associados as membra
nas das células utilizam-se, por exemplo, processos citoumétri
cos em fluxo conhecido para controlar a intensidade de fluo-
rescéncia dos gldbulos vermelhos injectados depois da marca-
¢%0 no animal dador, Fundamentalmente, a intensidade constan-
te de fluorescéncia das células marcadas apds injecgfo deter-
mina a estabilidade do corante nas membranas das células.

Também incluidos nos compostos agqui referidos como
corantes de cianina est3o compostos da estrutura indicada que
tém um Atomo que pode ser detectado por imagem de ressonéncia
magnética . Preparam-se estes compostos utilizando técnicas
conhecidas, por exemplo, por incorporacZo de um dtomo de fltor
num dos grupos metilo das cadeias alifdticas. Também s¥o aqui
referidos como corantes de cianina os compostos de estrutura
ja indicada marcados com um emissor gwma como O I,

Os corantes de cianina utilizados na presente inven-
¢cdo podem ser adquiridos a varios fornecedores tais como
Molecular Probes, Inc., Bugene, Oregon, e podem ser preparados
a partir de substincias iniciais disponiveis. Hamer, F. M.,
The Cyanine Dyes and Related Compounds, Interscience Publishers

(1964) .

Utilizando os processos inventados qualquer célula
vidvel pode ser marca da com corantes de cianina. Aqui, o ter-
mo célula inclui células encaridtus nucleadas tais como gld-
bulos brancos, varios céiulae tumorais, outras céluas de
ramiferos (por exemplo células de tecido cultivado de ovérios
de criceto da China), levedura; e células n3o nucleadas como
os gldébulos vermelhos e as plaquetas. Lma célula nucleada é
vidvel se é essencialmente capaz de crescer ou funcionar como

se espera das células do seu tipo; uma célula n¥o-nucleada
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é viadvel se é capaz de desempenhar as fungBes que dela se es-
peram, por exemplo um glébulo vermelho vidvel é capaz de trang
portar oxigénio e didxido de carbono; e as plaquetas vidveis
actuam essencialmente como se espera nos ensaios de, por exem-
plo, agregac3o e libertacdo.

4 marcacgio das células é realizada num meio nZo-le-
tal para as células e que proporcionz a marcag#o reprodusivel
de células. Para dar ao meio as caracteristicas necessarias
utilizam-se agentes de regulacfo de osmolaridade com os quais
os corantes de cianina formam solucBes estaveis durante, pelo
menos, o tempo necessario a marcac3o. Os agentes de regulago
de osmolaridade aceitaveis incluem agentes tais como os agl-
cares, por exemplo monossacaridos como a glicose, frutose, sor
bose, xilose, rikbose, e dissacéridos como a sacarose, aglcar-
-4lcoois, tais como manitoi, glicerol, inositol, Xilitol, e
adonitol, aminodcidos tais como & glicina e argirina e glguns
tampdes de Good tais como Aacido K-tris-hidroximetil)-me-
til-3-aminoprovanossulfénico. Good, N. &., et al., Biochem,
15, 467-477 (1966), e S. Izawa, Methods Enzymol., 24, Parte k,
53 (1968), Feguson, W, J., et al., Anal, Biochem. 104:301-310
(1980) . Contudo, algumas linhas de células podem ser sensiveis
a um ou mais agentes de regulacio da osmolaridade, especial-

mente aos aclicar-alcoois. Assim, antes da marcagdo, efectuam-
-se testes padronizadns para certificar que as células sZo
vidveis no zgente de regulagfio de osmolaridade que se pretende
utilizar. Como complemento, podem juntar-se pequenas quantida-
des de agentes tampZo ao meio de marcag¥o para regular a con-
centraco idnica do hidrogénio.

Determinou-se o efeito da exposig3o a uma variedade
de agentes de regulagfo da osmolaridade sobre viapvilidade
das células pela medicBio do tempo de duplicagZo das células Yac,
depois de as células terem sido expostas durante 30 minutos a
uma variedade de agentes de regulacio de osmolaridade. is célu-
las Yac s¥o uma linha de células de cultura de tecido de lin-

foma de rato disponiveis no American Type Culture Collection,
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Rockville, Maryland, e descritas no European Journal of Immu~-
nology §:112—117 (19758) . Como demonstram os dados apresenta-
dos na tabela 1, quando comparada com a exposig#o a solugdo

salina tamponada com fosfatn, a exposigdo a sacaronse, glicose
e aos tampdes de Good: TAPS, CAPS, EPPS, HEPPSO, e DIPS) mos-
trou efeitos sem importdncia sobre o tempo de duplicagZo da

célula o que indica ausércia de toxicidade celular relaciona-

da com a exposig3o.
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Tabela 1

Agente de Regulacg3o da Osmolaridade Tempo de Duplicagdo (Horas)

Solug#o salina tamporada com fosfato 31,0
Sacarose 41,0
Glicose 34,5
TAPS 32,7
CAPS 45,5
EPPS 32,2
HEPPSO 3,4
DIPSO 36,7
fcido 3-amino-l-propanossulfénico 99,6
Lecido 3-(N-morfolino)provnanossul-

fénico de sédio (MOPS) A
2-amino-2-metil-1l,3-propanodiol B
2-amino-2-metil-l-propanol B

A- Sem crescimento ou parcialmente citotdxico
B- Bastante citotoxico
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Tabela 1 (Continuac3o)

Agente de RegulagBo da Osmolaridade Tempo de Duplicagdo (Horas)

£cido N-tris (hidroximetil)
metilaminoetanossulfénico (TES) B
feido N,N-bis (2-hidroxietil)-
-2-aminoetanossulfdénico (EES) A

fcido 3-(ciclo-hexilamino)=-2-hidroxi-

~-l-propanossulfénico (CAPS0) A
Trietanoamina B
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIaHA) B
Bis-tris-propano B
2-(N-morfolino)

fcido 9-(N-morfolino)etanossulfonico(NES) B
N,N-bis(2-hidroxietil)glicina(BICINE) 57,7
3-/ (-3-Colamidopropil)dimetilaménio/~
-1-propanossulfonato (CHAPS) B
£cido 3~/ N-tris(hidroximetil)metil-

amino /-2-hidroxiprooanossulfinico (TAPSO) 65,6

A- Sem crescimento ou parcialmente citotdxico

B~ Bastante citotoxico
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Tabela 1 (Continuac#o)

Agente de Regulaciio da Osmolaridade  Tempo de Duplicag@o (Horas)

Lcido 3-(N-morfolino)-2-hidroxipro-

panossulfénico (MOPSO) 176,4
fcido 2-/ (2-amino-2-oxoetil)amino ./
etanossulfdnico 1038,4

Bis (2-hidroxietil) imino-tris-
-(hidroximetil-metano (BIS-TRIS) A
feido 2-(N-ciclo-hexilamino)

etanossulfdénico (CHES) 51,5
N-tris-(hidroximetil)metilglicina

(1TRICINE) A

Glicosamina 288,4
Imidazol B
Glicilglicina 66,9

A- Sem crescimento ou parcialmente citotdxico
B- Bastante citotoxico
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A Tabela II apresenta varios zgentes de regulagdio
da osmolaridade que foram examinados em relagdo a solubilida-
de do corante de cianina. Fizeram-se todas as medigdes de con-
centracio apbés remog3o dos precipitados por centrifugacso e dis
solveram-se em etanol pequenas aliquotas de agentes de regula-
c3o de osmolaridade contendo corantes de cianina para andlise es
pectrofluorométrica. Os corantes utilizados foram DiSGl4(5) e
DiOCl4(5), e os agentes de osmolaridade estavam em concentra-
cBes isosméticas. RedugBes na intensidade da fluorescénci« da
solugZio de etanol correspondiam directamente a redugBes na so-

lubilidade do corante de cianina.
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Tabela_gz

Intensidade de Fluores-

céneia Relativa (CONC)
Agente de Regulagsio da Osmolaridade DiSGlA(B) 310614(3)
Etanol 100 100
Glicose 31 109
Frutose 35 100
Sorbose 40 120
Sacarose 41 100
Xilose 36 19-52
Ribose 24 100
Lixose 9,12 1,8
Glicina 31 93
Arginina 17 17,2
Glicerol 39 99,5
Inositol 42 92
Xilitol 34 76,4
Manitol 29 *
Adonitol 34 D
£Lecido tris (hidroximetil)-metil-
-aminopropanossulfdnico (LAPS) 18 ND

x Precipitado em etanol, n3o se obtiveram dados

xx Artefacto devido a grandes cristais que n3#o pelotizaram
xxxPrecipitado em etanol (dados gquestionaveis).

ND-Nzo determinado
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Tabels II (ContinuagZo)

Intensidade de Fluorescéncia

Relativa (CONC.)

Agente de RegulagZio da Osmolaridade 315014(5)

fcido 3-(ciclo-hexilamino)-1-
-propanossulfonico (CAPS) 49
Leido N-(2-hidroxietil)pipera-
zina-N'-3-propanossulfdnico (EPPS) 18
fcido N-2-hidroxietilpiperazina-
-N'_2-hidroxipropanossulfénico (HEPP30) 20
fcido 3-/ N-N-bis (2-hidroxietil)

amino J/-2-hidroxipropanossulfdnico BkxK
NaCl 6

Solugso Salina Tamponada com Fosfato 2,1
N8.2804 7,4
NaIl 1,1
Cloreto de Colina 11xx
Iodeto de Colina 0,16

x Precipitado em etanol, n3o se obtiveram dados

D10C14(3)

KD
D
ND
ND

1,7
6,5
1,6
0,14
6,5
2,3

¥x Artefacto devido a grandes cristais que n%o pelotizaram

¥xx Precipitado em etanol (dados questiondveis)
ND- Nzo determinado
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Como se pode observar os corantes de cianina s#o mui-
to menos solGveis em presenca de sais cléssicos do que na pre-
senca de aclcares, excepto a lixose, aglGear-aleoois, aminodci-
dos e os tampdes de Good, TAPS, HEPP50, DIPSO, CAPS e 5PP3,
Adicionalmente, determinou-se a estabilidade de solugBes
DiSCl4(5) em aglucares como a glicose, frutose, ribose, sorbose,
sacarose, e Xilose, agﬁcar-élcoois tais como glicerol, inositol,
xilitol, e adonitol, e aminodcidos com» a glicina e a argini-
na. A cianina foi estdvel nas solugBes testadas durante pelo
menos vinte minutos, o que é tempo suficiente para a marcagdo
reproduzivel, e em nuitos agentes a quantidade de corante de
cianina na solugZo n3o teve decréscimo significante aos sessen
ta minutos.

Avaliou-se ainda a solubilidade dos corantes de cia-
nina num meis contendo sais cldssicos e reguladores de osmola-
ridade em que os corantes s¥o soliveis. A solubilidade de
DisC 4(5) numa solugdo de glicose isosmética n¥o fol signifi-
cativamente afectada pela diluig3o em agua destilada. No entan
to, a solubilidade de Di3C (5) em solugZo de glicose isosud-
tica foi significativament% reduzida pela diluig¢3io em apenas
20% aproximadamente duma solugZo de cloreto de sédio isosmo-
tica. Assim, a marcagio reproduzivel de células com corantes
de cianina pode ser realizado num meio gue contenha n&do mais
do que pequenas quantidades de sails classicos tais como clo-
reto de sdédin, cloreto de potdssio, cloreto de calecio, aceta-
to de s’dio, sulfato de potéssio, cloreto de colina, ou iode~-
to de colina e é, preferivelmente, realizada num meio em gque
n3o se utilizem sais cldssicos para regular a osmolaridade.

Utilizando o processo agora inventado analisaram-
-se células marcadas com corante de cianina para determinar
o efeito da marcacHo na viabilidade das células. llarcaram-se
células V79, que est3o disponiveis na American Lype Lulture
Collection, Rockville, laryland, e descritos em Prescot? D, .,
Ann. New York Acad. Sci., 397:10L-109 (1982), com uma solug3o

i~ o

contendo DiOCL4(3) numa concentragio de lO-D ou 4 X 1077 e
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o crescimento cinético das células coradas fol comparado con
o das células nio-coradas e em mistura igual de células cora-
das e n#o-coradas. O tempo de duplicaglo das células nZo foi
afectado pela marcag3o com corante de cianina. Assim, a mar-
cagso n%o teve qualquer efeito no crescimento das células.
Também varios outros testes de viabilidade de células padro-
nizados, como a exclus3o com azul de tripano e a exclusdo com
jodeto de propidio confirmaram a auséncia de efeitos sobre a
viabilidade das células, da marcacHBo com corantes de cianina
de acordo com os processos lescritos.

Também se determinou o efeito da marcag3io com coran-
te de cianina na viabilidade da célula pela medig¥o da fragi-
lidade dos globulos vermelhos. Puseram-se globulos vermelhos
marcados e nio-marcados em suspens#o num meis de cloreto de
s6dio com varioss pressdes osmoticas por variag¥o da concentra
cZo de sal. Mediram-se as distribuig¥es de volume das células
utilizando um Coulter Uaunteéa com um acessorio classificador.
Determinaram-se e registaram-se os volumes médios por cada
concentragio de sal, e aumentaram-se 08 volumes a medida que
a concentracio de cloreto de sédio diminufa até cerca de 9,5 g/
/100 ml, altura em que o volume apresenta uma queda brusca.
Neste ponto dd-se a lise dos gldbulos vermelhos. Além disso
as variag¢®es de volume foram as mesmas quer as células estives
sem ou nio marcadas com corante de cianina. Da mesma forma,
controlou-se a hemdlise em amostras semelhantes como uma fun-
¢30 da concentracfio do cloreto de sédio. Depois de se coloca-
rem os glébulos vermelhos no cloreto de s6dio durante aproxi-
madamente 2-3 minutos, centrifugaram-se as solugdes para pe-
lotizar quaisquer células em que a lise n3o se tenha dado.
Submeteram-se entfo as solu¢®es sobrenadantes a anialises es-
pectofotométricas para determinar as concentragdes de hemo-
globina. Determinou-se a percentagem da lise por comparagdo
de concentracgio de hemoglobina em cada amostra com um contro-
lo totalmente lisado. A4 concentrag3io de hemoglobina livre era

relativamente baixa até ser alcangada a de 0,5 gramas de clo-
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reto de s4dio/100 ml, aproximadamente, e aqui a hemoglobina
foi libertada de imediato. Por comparagio com os resultados
da fragilidade dos gldébulos vermelhos, as ulteragdes de volu-
me foram directamente correlacionadas com a libertagZio da he-
moglobina. Além disso, a libertagZo de hemoglobina fol a mes-
ma em células marcadas ou n3o-marcadas.

Para testar in vivo a estabilidade das células mar-
cadas com corantes de cianina de acordo com o método agora
inventado, recolheram-se globulos vermelhos de coelho, marca-
ram-se com DiSCl4(5) e reinjectaram-se. Depois, periodicamen-
te, obtiveram-se amostras de sangue e analisaram-Se parc per-
centagem de células marcadas e intensidade de fluorescéncia
das células marcadas. O nimero de gldbulos vermelhos em circu
lagio diminui linearmente em fungZo do tempo e o nimero medi-
do aos 52 dias de vida das células marcadas relacionaram-se
estritamente com « média de tempo de vida de 40 a 60 dias dos
glébulos vermelhos de coelho. Assim, 0 corante de ciuning n3o
afecta a taxa de eliminac3o dos glébulos vermelhos.

Em todos, excepto num dos cinco coelhos testados,

a intensidade de fluorescéncia das células coradas permaneceu,
essencialmente, imutdvel durante 60 dias apds a marcagdo e
reinjeccso. No quinto animal, n¥o mais do que 20% do corante
de cianina migrou das células marcadas, apods 60 dias em circu-
lag#o no coelho. Estes dados associados com os dados da cultu-
ra de tecidos que mostram n3o haver transferéncia de corante
de células marcadas para células n3o-marcadas, demonsiram que
as células sido marcadas com corantes de cianina de um modo es-—
tavel.

ULtilizam~-se células vidveis marcadas com corantes
de cianina em pacientes mamiferos incluindo seres humanos, para
a detecglo celular in vivo e andlise do tempo de vida das cé-
julas in vivo a que se refere a presente invengdo. 4 detecgdo
celular in vivo aqui utilizada inclui a determinagao da loca-
lizagao das células no corpo do paciente e a medig3o da velo-
cidade a que as células passam num certo ponto, por exemplo,
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a velocidade a que as células fluem num vaso sanguineo.
Determina~-se o tempo de vida dos glébulos vermelhos
transfundidos incluindo na transfuszo uma aliquota de globu-
los vermelhos marcados com corante de cianina. lmediataumente
a seguir a transfusio faz-se a determinac¥o da fracg#o de gld
bulos vermelhos na circulag®o sistemdtica utilizando técnicas
padronizadas. Utilizam-se as determinag3es subsequentes da
percentagem de células marcadas para calcular o tempo de vida
das células transfundidas. Posteriormente, distingue-se a he-
morragia pos-transfusfio da reacc#o imunoldgica pela compara-
¢io das variag®es na fracg®o das células marcadas com as va-
riagdes no hematdcrito. Laxas equivalentes de redugBes de cé-
lulas aerdbias e da percentagem das células marcadas indicam
perda de sangue causada por hemorragia enguanto que, compara-
tivamente, indices elevados de redug3o nas contagens das cé-
lulas marcadas indicam uma reacgfio imunoldgica as células trans
fundidas. Para evitar a autofluorescéncia e a auto-extingdio
pela hemoglobina, marcam-se os gldbulos vermelhos de preferén
cia com um corante de cianina que seja estimulado dentro dos
comprimentos de onda do vermelho e que emita mais ao vermelho
do que os comprimentos de onda do estimulo da hemoglobina.
DiCl4(5) e DiSCl4(3) incluem-se nos exemplos de tais corantes.
Empregando técnicas semelhantes as utilizadas com
0s gldobulos vermelhos, fazem-se medig3es in vivo do tempo de
vida das plaquetas e disting3es entre hemorragia e reacgéo
imunoldgica causadoras da trombocitopenia. Uma vez que as pla-
quetas necessitam de moléculas que absorvam ou emitam luz nos
comprimentos de onda utilizados, utiliza-se, contudo, uma va-
riedade maior de corantes de cianina em medig®es de plaquet«s.
Essas medigdes do tempo de vida das plaquetas sdo utilizadas
para distinguir hemorragias pos-transfusfo das reacg¥es imung
1égicas, empregands-se a metodologia anteriormente descrita
para os gldbulos vermelhos, e para diagnosticar a aterosclerg
se ou outras doencas em que o tempo de vida das plaquetas do
paciente afectado difirado dos pacientes nio-afectados pela
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doenca. Adicionalmente, utilizam-se os métodos descritos para
determinar o tempo de vida de outras células, incluindo glé-
bulos brancos.,

Nas analises de deteccZo celular in vivo, marcam-se
4s células com corantes de cianina que sejam externamente de-
tectiveis. Zstes corantes externamente detectaveis incluem
corantes de cianina tal como o Didly, (&) marcado com 1257
lambém se pode realizar a detecg#o de células utilizando zoran
tes de cianina que tenham um« sonda de ressondncia magnética
nuclear permitindo, assim, a utilizag3o da imagem de ressonin-
cia magnética nuclear para localiszar as células marcadas. A-
dicionalmente, utiliza-se a fluorescéncia dos corantes de cia-
nina para detectar células em dreas do corpo visiveis do ex-
terior do corpo. B muito vulgar a utilizagfio da fluorescéncia
para detectar células na macula, retina e vasos sanguineos do
olho. As utilizagBes da deuercZo das células in vivo, tal co-
mo descritas nos exemplos que se seguem, incluem a detecgdo
de malignizacdes primdrias e células malignas wetastdticas
deteccsio de focos de infecgZo, visualizagZio de constrigdes
arteriais e determinacfio da rejeic3o de transplante.

0s exemplos que se seguem ilustram a presente inven-
¢Zo e n3o pretendem limitar o seu ambito anteriormente descri-

to e mais adiante reivirdicado.

SABMPLO 1

Método para corar Células de Cultura de Tecidos

I. Preparaczo das Células

Utilizam-se células de cultura de tecidos em fase
1ogari£mica para se obter nmelhores resultados. Retiram-se as
culturas em suspens3o dos vasos de cultura e colocam-se @il
tubos de centrifugador em vropileno. wuando se utilizaw cul-
turas em monocamadas, devem retirar-se os socvrenadantes e la-
var as células aderentes com uma solu¢¥o salirna temponada col
fosfato livre de magnésio e cadlcio para remover as proteinas
de soro do frasco. Adiciona-se uma solug¥o de Lripsira-sDia
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(¢ibco Laboratories, Grand Island, New York, # 610-5300) para
cobrir o fundo do frasco e pode incubar-se a temperatura am-
biente até que a monocamada de células seja desalojada e de-
sagregada, lransfere-se a suspensfo de células resultante pa-
ra um tubo de centrifugador em polipropileno e wdiciona-se um
volume igual ao do meio de cultura contendo 1J% de Soro letal
de bovino (¥BS) (Hazelton) para fixar a acg3o enzimdtica da
tripsina. Centrifugam-se as células a 4970 xg durante 10 minu-
tos a temperatura ambiente. Aspiram-se 0s sobrenadantes e re-
pde-se um volume igual de manitol isosmotico para se colocar
de novo em suspens#n as células vpelotizadas. Bsta lavagem con
manitol serve para retirar as proteinas de plasma da suspen-
s%o de células e preparar as células para corar. Centrifugam-
-se as células mais uma vez a 470 xg durante 10 minutos a tem
peratura ambiente., Aspiram-se os sobrenadantes e a pelota de
células resultante é de novo colocada em suspensdo numa Solu-
cZo de manitol numa concentrag3o de £ X 106 células/ml para
coloracsio. Contudo, alguns tipos de células s¥o sensiveis a
utilizagao de um aglicar-dlcool (manitol); nestes casos deve
utilizar-se uma solucZo de glicose isosmdtica (PM 180,16,

II. Preparac3o de solug®o de corantes concentrados

Preparam-se soluc3es concentradas de 2 x 107l em

etanol puro do seguinte modo:

DiO-Cl4(3) PM 80 (1,620 mg/ml)
DiS-C14(5) o o814 (1,628 mg/ml)
Di0-C,5(3) ™ 936 (1,872 mg/ml)
911-014(5) PM 850 (1,700 mg/ml)

Todos os corantes foram obtidos na liolecular Probes,
Eugene, Oregon.

Os concentrados de corante sZo submetidos a sonicagdo
para assegurar a completa solubilidade do corante e minimisar
a aderéncia aos tubos. Utilizam-se tubos de poliestireno na
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preparacio de solugbes concentradas para que se possa obser-
var a solubilidade do corante. No entanto, utilizam-se tubos
de polipropileno para corar as células pois os corantes de

cianina em meio aquoso s%o muito menos aderentes ao propileno

do que ao poliestireno.

III. Coloragizo das células

Ajusta-se o pnlmero de células para uma concentrag®o
de 2 x 106 células/ml em manitol isosmdtico. idiciona-se uma
solug#o de corante concentrado as solugBes corantes com E/al
de corante para 1 ml de suspens3o de células. A amostra para
corar é colocada em pipeta ou em rotacgio para misturar comple
tamente a amostra. Colocam-se as células com corante em incu-
bacio durante 10 minutos, ap6s o que se retira uma pequena
aliquota para se examinar ao microscopio e verificar se se deu
uma coloracZo intensa e uniforme. As séries de corante Diu
utilizam filtros de microscdpio de luz de estimulo selectiva
em 488 nm, enquanto que as séries de corante Dis e Dil reque-
rem estimulo verto dos 575 nm para observacg#o da fluorescéncia.

Apds o periodo de incubag3o adiciona-se a suspenso
de células coradas wn volume iguel de PBS. Centrifugam-se as
células a 400 xg durante dez minutos a 20°¢, Aspira-se o sobre
nadante e a colheita é colocada de novo em suspens3o ew PES.
Repete-se o processo de centrifugag8o e observa-se a presenga
de corante no sobrenadante resultante. Se o corante aparece
no sobrenadante repete-se a lavagem até que os sobrenadantes
estejam isentos de corantes libertos quando medidos por espec-
trofluorometria. Apos a lavagem firnal, retira-se o sobrenadan=-
te e coloca-se a pelota de novo em suspens#o a concentracgdo
desejada num mein de cultura apropriado. I'odos os processos
s%o realizados em condig¢Bes de esterilidade.

EABNMPLO_2
Coloracsio de Globulos Vermelhos

I. Preparac3io do Reagente
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A. inticoagulante de citrato

1,66 g Citrato de S8ddio
0,206 g Lcido vitrico
0,140 g NaH,PO,

1,61 g Glicose

Dissolvem-se oS componentes listados em 63 ml de deua
destilada e ajusta-se o pH da solug#o a H,6. Passa-se a solugdo
final por um filtro de 0,22 micron pera esterilizagio.

B. Solugzo de Glicose isosmoética

Dissolve-se a glicose (54,05 g) num litro de dgua
destilada. Verifica-se a osmolaridade utilizando um osmdmetro
de Fiske e ajusta-se a 320 mOsm, se necessério.

II. Preparag3o de corante concentrado

Z
hal VT3

Prepara-se uma solug#o concentrada de 2 x 10 "l
DiICy,(5) dissolvendo 1,628 mg/ml de corante em etanol puro.
Pode ser necessdrio sonicag#o para solubilizar completamente
o corante.

I1I. Processo de Colorag#o

Recolhe-se, ussepticamente, sangue completo utilizan-
do recipientes de vacuo contendo citrato de s0dio ou uma serin
ga com anticoagulante de citrato preparado numa quantidade
igual a um décimo do volume total da seringa. Reserva-se uma
pequena aliquota pacitometria do fluxo ou para testar a funcio
nalidade. Centrifuga-se o sangue a 100 xg durante dez minutos
a temperatura ambiente para pelotizar os globulos vermelhos,
Retira~se o plasma que contém plwquetas e reserva-se; lavam-
-se o0s globulos vermelhos por adig3io de glicose isosmdtica
numa quantidade igual a cinco vezes o volume da pelota de gl
bulos vermelhos. Devem centrifugar-se, de novo, as células a
100 xg durante dez minutos a temperatura ambiente e aspirar
as sobrenadantes. Repete-se mais uma vez esta lavagem que re-

tira as proteinas do plasma e permite uma colorag3o mais inten
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sa e uniforme. Apds a centrifugacZio final e « aspiraglio do
sobrenadante colocam-se, de novo, 028 gldobulos vermelhos em
suspensZo em glicose isosmotica numa concentracsio de 4 X 108
células/ml.

Antes da adic¢¥3o do corante, a amostra é colocada
pipetada ou vortexada para se assegurar que no se deu sedimen
taghio. Adicionam-se quinze microlitros de DisCy4(H) concentra-
do (2mM em ETOH) a cada mililitro da suspensfo de gldoulos
vermelhos. Mistura-se imediatamente a amostra para assegurar
a distribuicglo rdpida e uniforme do corante na solugdo. Apbs
aproximadamente cinco minutos retira-se uma pequena al{quota
para observagdo microscopica. Desenha-se um anel numa lanmela
de microscopio em vidro utilizando um lapis de cera e coloca-
-se dentro do anel de cera uma pequena amostra de células em
soluglo colorante. P¥e-se uma protecgdo sobre a lamela e obser
va-se a amostra. A utilizacgZo do anel de cera diminui a trans-
formag¥o discdcito-equinéeito devida a lamela de vidro e sua
proteccsio. Pode também evitar-se esta transformac¢3o com @ uti-
lizag3o de lamelas e respectivas proteccgles em plastico. Pode,
assim, assegurar-se que a estrutura dos globulos vermelhos se
mantém durante todo o processo de coloragdo enquanto se asse-
gura que se deu a colorag3o intensa e uniforme. iAs células
devem estar uniformemente coradas ap3s cinco minutos e n&o de
vem ser necessarios tempos de exposig3o para além de dez mi-
nutos. Depois de se determinar que as células foram uniforme-
mente coradas, adiciona-se a suspenso de colorag¢io um volume
igual de uma soluglo salina tamponada com fosfato. Centrifu-
gam-se as células a 400 xg durante dez minutos a temperatura
smbiente e retira-se o soorenadante. Depois da centrifugacdo
hé, geralmente, vestigios de corante libertado presente de
modo visivel nos sobrenadantes e por isso deve repetir-se o
processo de lavagem utilizando uma soluglo salira tanponada
com fosfato contendo cdlcio e magnésio até que os sobrenadan-
tes estejam isentos de corante libertado quando medidos por

espectrofluorometria.
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Neste ponto podem pdr-se as células em susSpens3o
tanto numa solug3o apropriada 4 experimentacgfo como em plasua
pobre em plaquetas para reinjecg¢Zo num animal receptor.

0 método comum para a reinjecgo é o de colocar 9s
glébulos vermelhos corados de novo em Suspens#o no volume de
plasma recuperado da primeira centrifugacgZo do sangue comple-
to colhido e que foi centrifugado a 40X0xg para reuoglo das
plaquetas. Utilizaram-se técnicas de esterilisagio em todos

os processos realizados.

ZABNPIO 3

Colorac3o de Plaquetas

I. Preparagio das células

Recolhe-se sangue comoleto em recipientes de vécuo
contendo citrato de sddio ou em seringas com anticoagulante
de citrato de sddio prevarado numa quantidade igual a um dé-
cimo do total do volume da seringa. Centrifugam-se as células
a 100 xg por dez minutos a temperatura ambierte para obter plas
ma rico em plaquetas. Utilizam-se pipetas de plastico e tubos
de centrifugador em polipropileno em todos os processss due
envolvam plaquetas para evitar a activagdo.

Lspira-se o plasma rico em plaquet.s e transfere-se
para outro tubo de centrifugador. Pelotizam-se, entdo, as pla-
quetas directamente do plasma por centrifugagdo a 1000 xg du-
rante dez minutos « 20°C. ZntZ3o, recolhe-se e reserva-se O
plasma quer para testar a funcioralidade quer para utilizacgso
como meio de suspens3o para reinjeccio. Deve centrifugar-se
este plasma a 42000 xg durante dez minutos para assegurar que
sejam retiradas quaisquer plaquetas residuais antes de ser
utilizado como meio de segunda suspensio, e é referido como
plasma pobre em plaquetas (PPP).

A colheita de plaquetas obtida da centrifugacso a
1000 xg deve ser ressuspence cuidados_amente, num pequeno vo-

lume de unticoagulante de citrato para obfter uma suspensdo
uniforme concentrada. Depois de se alcancar esta fase pode
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juntar-se glicose isosmatica como diluente, numa quantidade
igual a do plasma originalmente presente. Centrifugam-se, en-
t3o0, as plaquetas a 300 xg durante cinco minutos e aspiraw-se
os sobrenadantes. Esta lavagem em glicose retira as proteinas
do plasma residual e proporciona uma coloragao uniforme e mais
intensa. Ressuspende-se a pelota de plaquetas na solugl3o de
glicose e estd agora pronta para a coloragio. .
Ajusta-se a concentragXo de plaquetas a 4 X 106 de
células/ml e adicionam-se 15 ul de DiDUl4(3) concentrado { 2mu
em BTOH puro) por cada mililitro de suspens@o de plaquetas.
Mistura-se imediatamente a suspens3o mas com cuidado e por com-
pleto para assegurar a distribuig3o regular do corante. Obser-
vam-se as plaquetas utilizando um microscdpio de fluorescéncia
para confirmar se a coloragZo uniforme se deu e, em caso afir-
mativo, est#o, ent#o, prontas para a separsgdo do corante li-

vre em suspenszo.

II., UtilizacgXo da Coluna de Sephadex G-100 para Separagdo

das Plaquetas marcadas

A Sepharose 2-B tem sido tradicionalmente utilizada
para isolar plaquetas de plasma rico em plaquetas. Descobrimos
que o Sephadex G-100 também resulta bem no isolamento de pla-
quetas, Bsta técnica é avlicada na tecnologia de coloragZo e
funciona do modo a seguir descrito. Coloca-se uma suspensio
de plaquetas com corante na coluna. hs moléculas de corante de
baixo peso molecular ficam presas nas particulas enguanto gue
as plaquetas grandes passam directamente através da coluna.
Deste modo, pode utilizar-se o Sephadex G-100 para separar pla
quetas marcadas com fluorescénecia do corante livre em suspen-

s#o.

A, Preparagsio da Coluna

Hidrata-se o Sephadex G-1)0 {Pharmacia Laboratories,

Piscataway, New Jersey) de acordo com as indicagBes do fabri-
cante, e lava-se em acetona (109%) como preparagdo para a sua

utilizac¢3o como meio de separacgdo de plaguetas. Realiza-se o
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processo de lavagem por centrifugag3o do Sephadex a 39 Xg
durante dez minutos a temperatura ambiente, por remog¢3o do
sobrenadante e por ressuspensfo em Solug3o Salina Bquilibra-
da de Hanks. O Sephadex deve ser lavado repetidas vezes conm
a Solugio Salina Equilibrada de Henks até que ja nZo se deteg
te o cheiro da acetona. A soluglio resultante é desgaseificada
por inserc#o num banho de &gua a ferver ou por Vacuo.
Ltiliza-se, entfo, a pasta fluida de Sphadex para
formar uma coluna. Utiliza-se uma seringa de 10 cc sem dmbolo
como suporte da coluna. Fixa-se um tubo de silicone ao centro
da seringa e utiliza-se uma pequena bragadeira de tubo ajus-
tavel para regular o fluxo de fluido através da coluna. Como
suporte para a base da seringa utiliza-se uma malha de nylon
de 47 micre para reter as perolas de Sephadex. Deve evitar-se
a utilizagzo de colunas de vidro convencional com suportes de
filtros de vidro de frita visto que podem servir para activar
as plaquetas. Bnche-se a coluna com Hanks e adicionam-se pe-
quenas quantidades da pasta fluida de ophadex a coluna. Abre-
~-se a bragadeira o suficiente para proporcionar um fluxo len-
10 mas consistente. Este processo compacta o Sephadex de modo
regular e uniforme e impede a formag#o de canais e espagos de
ar. Repete-se o processo de adig3o de HRSS e pasta fluida de
Sephadex até se obter a coluna compacta do tamanho desejado.
Deve enxaguar-se completamente a coluna com HBSS (2 volumes

em vazio) antes de se utilizar.

B, Separagso das plaquetas

Uoloca-se, cuidadosamente, o corante das plaquetas
e a suspensio em camadas sobre o Sephadex., A bragadeira ao
fundo da coluna deve estar abertu e o nivel de fluido na colu-
na deve proporcionar o gotejar até que atinja o topo do flui-
do de Sephadex. Recomegar o filuxo para permitir & suspens3o
a penetraczo no Sephadex. Diminuir o fluxo de novo quando o
nivel atingir o topo do 3ephadex. Adicionar cuidadosamente
HBSS suficiente ao topo da colun« para criar um tamp#o para
se poder adicionar facilmente mais HBSS sem perturbar o Sephg
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dex. Recomecar de novo o fluxo da coluna. A utilizagdo deste
método permite a suspensio de plaquetas formar uma faixa com-
pacta no gel e migrar a uma velocidade uniforme e regular ao
longo do comprimento da coluna. Deste modo obtém-se um eluen-
te mais concentrado de plaquetas. Continuar o fluxo através da
coluna. Recolhendo fracgBes de 0,5 a 1,0 ml. As fracgdes que
contém as plaquetas ser#o visiveis pela sua opacidade e podem
ser associadas. Centrifugam-se, eni#o, as fracgdes reunidas

a 300 xg durante dez minutos. Aspira-se o sobrenadante e pode
ressuspender-se a colheita num meio adequado para experimen-
tag3o ou analise, ou utiliza-se o sobrenadante de plasma pobre
em plaquetas para determinag¢des da funcionalidade ou para re-
injecgdo.

BXSMPLO 4

Distinglio da Hemorragia Pds-transfusZo das

Keacgdes Imunoldgicas

Antes da infus¥#o marca-se com uma forma fluorescen-
te da molécula de marcagio um pequeno numero de gldbulos ver-
melhos de cada unidade de sangue a ser transfundido. Imediata
mente apds cirurgia e transfusdo sanguinea retira-se uma peque
na aliquota de sangue venoso e faz-se a defterminagdo da percen
tagem das células marcadas (percentagem de fluorescéncia) por
processos padronizados de citometria de fluxo ou espectrofluo~-
rometria., A intervalos regulares, apds a primeira recolha de
liquido venoso, recolhem-se aliquotas adicionais de sangue e
analisam-se do mesmo, modo. Se estiver a acontecer uma hemor-
ragia interna a proporg#o das células marcadas em relagdo as
células n3o-marcadas n#o varia, ainda que o hemotdcrito este-
ja a diminuir. Se o paciente estiver a sofrer uma reacgio pos—
~transfuszo, ent3o as células marcadas (que s#o as células trans
fundidas) s3io preferencialmente destruidas e a proporg#o das
células marcadas em relag¥o as células nio-marcadas diminui.
Sstas medigBes tornam possivel a descriminag#o entre hemorra-
gia e reacgdes imunoldzicas pos-transfusio.
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proalotnit

Diagnéstico da Trombocitopenia Idiopdtica

A metodologia é a mesma do £xemplo 4, com a excepgZo
de que se determinam as taxas do tempo de vida e producdo das
plagquetas. Assim, antes da infusdo, marcam-se, as plagquetas
(veja-se Exemplo 3) do proprio paciente. Imediatamente apds a
infusdo de plaquetas retira-se uma pequena aliquota de sangue
venoso e determina-se o nUmero de plaguetas marcadas ( percen-
tagem de fluorescéncia) por ml por processos padronizados de
citometria de fluxo ou espectrofluorometria. A intervalos re-
guladores apds a recolha inicial de liquido venoso, recolhem-
-se aliquotas adicionais de sangue e analisam-Se para percen-
tagem de fluorescéncia positiva. 4 representaglio da percenta-
gem de vlaquetas marcadas e plaguetas n&o marcadas comno uma
fungzo de tempo da &o clinico a medida da velocidade de des-
truigiio das plaguetas marcadas e da velocidade de produgsio das
plaquetas nZo-marcadas. A velocidade de produgsio ou destruigdo
das plaquetas é uma medida dindmica do processo de trombocito-
penia. Deste modo, o clinico determina se a trombocitopenia
idiopatica como sindroma estd ao nivel da produg3o de plague-
tas ou do tempo de vida das plaquetas.

fambém se marcam as plaquetas transfundidas com es-
tes corantes. Além disso. fazem-se medig®es do tempo de vida
das plaquetas do doador do mesmo modo descrito para plaquetas
autologas.

EXENPLO 6

Diagndstico da Aterosclerose

0 diagndstico da «terosclerose utilizando este méto-
do baseia-se na hipdtese de que o tempo de vida das plaquetas
de um aterosclerdtico é mais curto do que o tempo de vida de
plaquetas normais. llarca-se (de acordo com o protocolo do Exenm
plo 3) um pequeno numero de plaquetas do paciente com a forma
fluorescente, NMR ou com a forma de radio-marcag#o do corante

de marcagZo de células.
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Keinjectam-se plaquetas marcadas (veja-se o método
no Exemplo 3) com a forma fluorescente da molécula e determi-
na-se o tempo de vida das plaquetas por picadas periodicas
na veia e determinacio do nlmero restarte de plaguevas marca-
das, como uma furz3o do tempo (veja-se no Hiemplo 5j.

As medicBes do tempo de vida das plaquetas que in-
dicam tempo de vida reduzido sZo diagndstico para a ateroscle
rose.

Outra abordagem de diagndstico é a utilizagXo de
uma forma radio-isotdpica da molécula (emissor gama) e a mar-
caciio das células dos pacientes in vitro (utilizando métodos
do EZxemplo 3). Reinjectam-se as plaquetas marcadas e ou mede~
-se o tempo de vida das plaquetas wtilizando métodos padroni-
zados de contagem de isdtopos ou o paciente é sujeito a visug
lizagdo utilizando uma cimara de raios gama padronizada para
determinar se as plaquetas estZio a aderir 3s paredes dos vasos.

BXEXPLO 7

DeteccZo de Tumores Primdrios ou lietisteses

Utilizam-se duas metodologias celulares diferentes
combinadas com uma forma da molécula emissora de raios gama
ou sensivel a RVN. Em ambas as metodologias utilizam-se célu-
las pesquisadoras de células tumorais. Uma das metodologias
utiliza linficitos activados ou nZo-activados e a outra meto-
dologia utiliza a detecgfio de monocitos, neutréfilos ou pla-
quetas. Activam-se in vitro linfdécitos ou células NK por pro-
cessos conhecidos que utilizam irterleuguina-z ou uma moiécu-
la equivalente. Marcam~se entZo estas células com a forma
radioactiva ou a forma KilN da molécula utilizando os métodos
do ¥xemplo 1 e reinjectam-se no paciente. Coloca-se, entdo,

o paciente sob o aparelho de visualizagio e monitoriza-se a
direcczo dos linfdcitos para localizar tumores de origen des-
conhecida.

vma metodologia similar utiliza monodcitos do paci-

ente em vez de linfécitos. Nesta abordagem os mondcitos s&o
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marcados com wa anticorpo monoclornal humano ou de rato que
seja especifico do tipo de tumor para que se mantenha o re-
conhecimento das células tumorais. roris, G., et al., Cell.
Immuno . 78:276-284 (1983). lMarcam-se, ent3o, estas células
com a forma radio-isotdpica ou com a forma visualizével por
RMN da mnlécula de marcacg®o e reinjectam-se no paciente. &
visualizaclio sequencial revela a localizagfio do percurso dos
mondcitos alvo.

Numa outra metodologia para localizar tumores ou
metisteses, marcam-se os mondcitos, os neutréfilos ou as pla-
quetas como se descreveu no Bxemplo 3 e utilizam-se para en-
contrar tumores ou metdsteses., Como estas células aparecen
1ogo no local do tumor, a visualizag3o permite a localizagdo
dos tumores.

BEXTHPLO 8

et e et

NDetecg#o do foco de Infecgdo

Nesta aplicacsio detectam-se os neutrofilos. Kecolhei-
-se neutrdfilos do paciente e marcam-se com a forma da molécu-
la de marcag3o radio-isotdpica ou de visualizag#o por Kl
(utilizam-se os métodos de marcagio dos Bxemplos 1 e 2). Re-
injectam-se, ent3o, estas células e a visualizagZo da direc-
czo dos neutrofilos utilizando uma camara de ralos gama ou
técnicas de visualizaclio ilagnética Nuclear identifica o foco
da infecc#o. Utilizam-se imagens sequenciais para identifica-
cZo das alteragdes dindmicas na combinagiio de neutréfilos e
para controlo das alteragbes resultantes da intervengdo te-
rapéutica.

EXESNPLO 9

Monitorizagso da Ketinopatia Diabética

por monitorizagio da Degeneracso da Ldcula

Marca-se um pequeno ntmero de glébulos vermelhos
(tipo 0, ou células autélogas) {veja-se os métodos do sxem-
plo 2) com uma forma de molécula de marcago a qual ¢ estimy
lada por um comprimento de onda de luz fora do espectro do
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visivel para o humano (maior do que 700 nm) . Injectam-se, en-
t%0, as células no paciente por via intra-venosa. Utilizando
camaras retinais de fluorescéncia padronizadas . tiram-se
fotografias seriadas aos vasos da retina. sstimulam-se as cé-
lulas que transportam marcadores fluorescentes com um compri-
mento de onda apropriado e regista-se a fluorescércia emiti-
da no filme fotografico. Visto que o corante estd preso no
glébulo vermelho e os glébulos vermelhos nZo migram do siste-
ma vascular, as imagens de fluorescéncia s%o apenas dos vasos
da retina. Noutro contexto mede-se a velocidade da corrente
sanguinea utilizando um aparelho padronizado para estimulo a
laser de duplo feixe que estimula a mesma célula dentro de

um vaso em dois pontos diferentes dentro desse vaso. Estabe-
lece-se a distdncia entre os dois pontos de estimulagZo. kle-
de-se a fluorescéncia em cada ponto de estimulag3io e a dura-
c#o0 de tempo necessdria entre os dois pontos de estimulagdo

é a medida da velocidade do fluxo das células no vaso. Para
medir a degeneracsio da mdcula utiliza-se o Indice de integri-
dade dos vasos sanguineos e a velocidade do fluxo sanguineo.
Este controlo é utilizado para avaliar o grau de prejuizos

da vista e o €xito do tratamento em pacientes dizabéticos.

EXEMPLO_10

Detecgsioc da apoplexia eminente em pacientes

imediatamente apds uma apoplexia

Marcam-se as plaquetas do paciente a ser visualiza-
c%o (veja-se os métodos do fxemplo 3) com uma forma da molé-
cula de marcaglo estimulada com um comprimento de onda de luz
fora do espectro humano visivel (maior do que 700 nmj. Injec—
tam-se as células marcadas no paciente por via intravenosa.
Dirige-se uma fonte de luz focalizada padronizada (no compri-

mento de onda da estimulac3o) para um vaso sanguineo simples
do leito retinal. liede-se a fluorescéncia utilizando aparelhos

Spticos da focalizag#io e um fotomultiplicador padronizado.
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O0s dados resultantes do fotomultiplicador s%o digitados e re-
gistados em computador. 4 intensidade de fluorescéncia € uma

medida do numero de plaguetas simples, duplas ou triplas en-

contradas na veia. O aumento da agregag¥o das plaguetas indi-
ca alto risco de segunda apoplexia.

SXENPLO 11

Visualizac¥o da constricgfio arterial

Utiliza-se uma forma radio-isotdpica da molécula

(emissor gama) para marcar in vitro as plaguetas do paciente
(utilizando os métodos do exemplo 2). Injectam-se as células

marcadas e sujeita-se o paciente a visualizacg&o utilizando

uma camara de rains gama padronizada  para se poder deter~
minar se limen dos vasos sanguineos estgconstrito. 4 marcag#o
dos gldbulos vermelhos pode ser feita com células de qualquer

dador autdlogas ou do tipo O.

ELBENMPLO 12

————— e A S Sa—

Diagndstico e determinagio do estadio da artrite

Utilizam-se para marcar os linfdcitos, mondcitos,
ou neutrofilos do paciente,formas da molécula, radio-isotdpi-
cas ou de visualizagX®o por Rl (pelos métodos dos Hxzewplo 1
ou 2). Reinjectam-se, entsdo, estas células e observa-se a com
bina¢3o utilizando equipamento de visualizag&o padronizado.
Na artrite a detecgZo dos mondcitos é mais Util enquanto que
na Doenca Degenerativa das articulagBes é mais Util a detec-
c3io dos linfécitos. Isto permite a determinagfo do nimerc de
articulacdes radioactivas e, avaliag¥o dos efeitos da terapia

no estado do doente.
BAEEPLO 13

Determinac3io répida de rejeigsio do transplante

Os linfécitos, neutrdfilos ou plaquetas desempenham
uma parte importante no transplante ou na rejeig8o de orgios.
Recolhem-se células do paciente e marcam-se com formas da mo-
1écula radio-isotdpicas ou de visualizag®o por RilN, Reinjec~
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tam-se as células marcadas e faz-se a visualizagBo sequencial
do paciente. No momento ou antes da refeigZo eminente, ha uma
localizac3o aumentada do tipo de células injectadas no trans-
plante, que ¢ detectada por esta metodologia.

BAZEPLO 14

Diagnéstico da Zsclerose multipla

Esta aplicacg3ic tem a mesma metodologia utilizada no
Exemplo 13, excepto no facto de se determinar a locallsagdo

das células na regi%o da espirhal medula ou noutras regiBes

com muita mielina.

BLEWPLY 10

MedigZo da duraglo de vida dos gldébulos vermelhos,

do volume dos gldbulos vermelhos e do volume sanguineo

Determina-se a durac3o de vida dos gldbulos verme-
lhos do mesmo modo comds se descreve atras para a disting3o
entre a hemorragia e a reacgio pos-transfuso (Bxemplo 4).

A {mica diferenca estd em se marcar e reinjectar os gldbulos
vermelhos do proprin paciente. Determina-se (utilizando méto-
dos de fluxocitometria ou espectroflunrometria) o nlumero de
glébulos vermelhos por cada mililitro, como uma funglo de tem
po apds injecgfo para se deterainar a duragio da vida destas
células.

Determina-se a massa dos globulos vermelhos e o Vo-
lume sanguineo pela coloracso de um dado nimero de gldbulos
vermelhos(autélogos ou de tipo 9) com a forma fluorescente
do corante. Injecta-se no paciente um dado ntmero de gldowulos
vermelhos corados em tempo zero e cinco minutos mais tarde
retira-se uma aliquota de sangue. Determina-se a fracglo de
células marcadas por fluxocitometria ou por espectrofluorome-
tria. A massa dos gldbulos vermelhos e o volume sanguineo so
determinados a partir do factor de diluig3o e conhecimento do
ntmero total de células por mm®

As aplicag®es preferidas nesta inveng#o s#o as des-
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critas acima, contudo a inveng#o n3#o se limita as instrugdes
expostas aqui e reserva-se o direito a todas as alteragbes

neste ambito.
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REIVINDICAGDHES

18, - M3todo para « detecgdo de células in ¥ivo num
paciente caracterizado por compreender « determinag#o da lo-
calizaglo das células mercadas com corante de cianina adminis
tradas previamente ao paciente.

28, - Método de acordo com a reivindicag3o 1, carac
teriszado por as células marcadas com corante de cianina cons-
tituirem a pesquisa da célula de tumor de tal maneira que as
células de tumor metastdticas ou primérias sejam detectadas.

33, - Método de acordo com a reivindicag3o 2, carag
terizado por as células marcadas com corante de cianina serem
linfdcitos ou células destruidoras naturais.

4a, - Método de acordo com a reivindicagdo 5, carac
terizado por os linfdcitos ou as células destruidoras naturais
serem activadas antes da administragso ao paciente.

52, - Método de acordo com & reivindicag@o 2, caracg
terizado por as células marcadas com corante de cianina que
pesquisam a célula de tumor serem mondcitos.

62, - N¥étodo de acordo com a reivindicag®o 2, carac
terizado por as células que pesquisam a célula de tumor seren
monocitos que possuem anticorpos monoclonais especificos de
tumor ligados «os mondcitos de forma a manter-se a identifi-
cagio da célula de tumor. _

7a, -~ Método de acordo com a reivindicagso 2, carac
terizado por as células marcadas com corante de cianina que
pesquisam a célula de tumor serem plaguetas.

82, - Método de acordo com a reivindicag3o 2, carag
terizado por as células marcadas com corante de cianina que
pesquisam a célula de tumor serem neutrdéfilos.

a, - Método de acordo com a reivindicagdo L, carac
terizado por o corante de cianira utilizado ser D15014&5) ou
DIOC14(3).

108, - Método de acordo con a reivindicagio
racterizado por o corante de cianina ser etiquetado com um

(o'

9, ca-

emissor gama.
112, - Método de acordo com a reivindicagldo 9, ca-
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racterizado por o corante de cianina ser etiquetado com uma
sonda de ressonancia magnética nuclear.

122, - létodo de acordo com a reivindicag®o 1, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
interaccionarem especificamente com um organismo que infecta
o paciente de forma a determinar-se o local da infecglo.

132, - iiétodo de acords com a reivindicagdo 12, ca-
racterizado por o organismo ser uma bactéria ou um fungo.

142, - Método de acordo com a reivindicagdio 15, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
serem neutrofilos.

158, -~ Método de acordo com a reivindicagso 1, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianira
serem globulos vermelhos.

168, - Método de acordo com a reivindicagZo 15, ca-
racterizado por a retina do paciente ser examinada em relag#o
a presenca dos gldobulos vermelhos marcados com corante de cia
nina para se detectar a retinopatia ou a degeneragdo dos va-
sos sanguineos.

172, - Método de acordo com a reivindicag#o 15, ca-
racterizado por se medir a velocidade a qual os gldbulos ver-
melhos marcados com corante de cianira fluem nos vasos sangul
neos,

182, - Método de acordo com a reivindicagdo 15, ca-
racterizado por o comprimento de onda de excitagsio do corante
de cianina se encontrar fora do espectro visivel.

198, - Método de acordo com a reivindicag#o 1, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
serem plaquetas.

20&, -~ liétodo de acordo com a reivindicag#o 19, ca-
racterizado por os agregados de plaquetas marcadas com coran-
te de cianina serem detectados nos vasos sanguineos da reivina.

218, - létodo de acords com a reivirndicaglo 1, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de clanina
serem mondeitos, neutrsfilos, linfdcitos ou plaquetas.
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228, - liétodo de acords com a reivindicagdo 21, ca-
racterizado por o corante de cianina ser etiquetado com um
emissor gama.

2328, - liétodo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizado por o corante de cianina possuir uma sonda de res
sonincia magnética nuclear.

248, - [étodo para a determinag¢io in vivo da vida
da célula caracterizado por compreender a medig#o da veloci-
dade a qual as células marcadas com corante de cianina desa-
parecen do paciente.

258, - liétodo de acordo com a reivindicagHo 24, ca-
racterizads por as células marcadas com corante de cianina sg
rem gldbulos vermelhos,

268, - iétodo de acordo com a reivindicag®o 25, ca-
racterizado por a velocidade de desaparecimento dos globulos
vermelhos marcados com corante de cianina ser comparada com
as variacdes do hematdcrito para se distinguir entre sangria
e reaccgao imunnligica relativazente aos gldbulos vermelhos.

272, - llétodo de acordo com = reivindicag3o 25, ca-
racterizado por o volume total de sangue ser determinado por
injecc¢¥o de um nlmero fixo de células completamente marcadas
e por medicZo do factor de diluigZo apds equilibrio.

282, - Método de acordo com a reivindicaglo 25, ca-
racterizado por os gldobulos vermelhos marcados com corante de
cianina serem preparados por marcagio das células do pacien-
te.

298, - Wétodo de acordo com a reivindicagdo 2b, ca-
racterizado por os gldobulos vermelhos marcados com corante de
cianina serem preparados por marcac¢o de gldbulos vermelhos
de dadores aleatdrios do tipo O.

308, - Método de acordo com a reivindicag3io 24, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
serem plaquetas.

318, - Método de acordo com a reivindicagdo 30, ca-
racterizado por a velocidade de desaparecimento das plaguetas
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marcadas com corante de cianina ser comparada com as contagens
totais de plaquetas para se distinguir entre sansgria Ou dimi=-
nuic¢so na produgZio de plaguetas e reacgdo imunoldgica relati-
vamente as plaquetas.

328, - Método de acordo com a reivindicag3o 24, ca-
racterizado por o corante de cianira utilizado ser 315014(5>
ou DIOCl4(3).

332, - létodo de acordo com a reivindicagzo 30, ca-
racterizado por a vida das plaquetas marcadas com corante de
cianina ser determirada como uma medida da aterosclerose.

348, - létodo de acordo com a reivindicago 22, ca-
racterizado por os reutréfilos marcados com corante de ciani-
na serem utilizados pera detectar o local da infecgHo.

358, - Létodo de acordo com a reivindicag®o 2, ca-
racterizado por as plaguetas marcadas com corante de cianina
serem medidas por via irtra-ocular para detectar a microembo-
lia.

362, - Método de acordo com a reivirdicaglfio 22, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de clanina
serem utilizadas com uétodos de inagem para determinar a cong
trigdo arterial.

378, - létodo de acordo com & reivindicagBo 24, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
serem utilizadas para evidenciar a artrite.

382, - Método de acords com a reivirdicagdo 22, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianira
serem utilizadas para evidenciar a artrite.

398, - Nétodo de acordo com a reivindicagsio 28, ca-
racterizado por as células marcadas com corante de cianina
serem utilizadas para oriertar o transplante ou a rejeigio
do drgdo.

402, - Método para a detecclio de células in vivo
num paciente, caracterizado por compreender:

a obtencio de células para serem marcadas com coran

te de cianira,
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a marcac3o das células com corante de cianira,
a wdministraczo de células marcadas com corante de

cianina ao paciente, e
a deteccio das células marcadas com corante de cia-

nina.

Lisboa, 29 M7

Por SKITHALINS FECKMAN CORPOxATION
-~ 0 AGENTE OJFICIAL -
-l
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