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AKTIEBOLAGET ASTRA

"PROCESSO PARA A PREPARACAQ DE UMA SONDA DE HIBRIDACXO"

Antecedentes da presente Invencdo e Técnica Anterior

A malaria & originada por parasitas protozodrios que
pertencem ao género Plasmodium. O ciclo de vida dos parasitas
decorre em duas fases - a fase assexuada nos vertebrados e a
fase sexuada no mosquito (habitualmente do género Anopheles).
As quatro espécies de Plasmodium responsaveis pela maldria nos

seres humanos sdo P. falciparum, P. vivax, P. malariae e

P. ovale.

Entre estes, os dois primeiros sdo os mais usuais.

O Plasmodium falciparum origina a forma mais grave de malaria
que nalguns casos se torna fatal. Paré além disso, este parasita
também desenvolve resisténcia aos farmacos anti-maldricos que
se utilizam habitualmente. A frequéncia de casos originados pe
lo P. vivax varia de pails para pais e estid compreendida entre

cerca de 50 e 80%. A ocorréncia de P. malariae e P. ovale &

rara.

0 método actual para o diagndstico da maldria consis
te no exame de uma amostra de sangue. Este método & trabalhoso
e também requer pericia. Para além disso, um especialista em

microscopia examina no maximo sessenta ldminas por dia. Também
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se pode efectuar um diagndstico seroldgico, mas devido 3 persis
téncia de anticorpos ndo se pode efectuar a distingdo entre as
infecgdes actuais e as infecgdes passadas. A pesquisa de uma
nova geragao de ensaios de diagndstico incluiu a possibilidade
de se detectar acidos nucleicos de parasitas como um indicativo
da presenga do parasita. Um tal tipo de ensaio necessita de uma
quantidade muito pequena de sangue (55gpl) que se pode obter a
partir de uma picada num dedo, & sensivel e rapido. Podem detec
tar-se pelo menos 50 parasitas em lO,Fl de sangue por hibrida-
¢do de acido nucleico (1). Podem analisar-se diariamente cen
tenas de amostras apenas com algum treino inicial. A sensibili
dade dos ensaios possibilita a utilizagdo deste tipo de expe-
riéncia nos bancos de sangue para se efectuar um rastreio do
sangue que se pretende utilizar para transfusdo.

Também se pode efectuar @ hibridagdo de acido nuclei
co em amostras de tecido de insecto, no sentido de se identifi-
car a espécie vector como um veiculo. Tal informacdo seria de
grande auxilio na intensificacdo das medidas de controlo de vec
tores no sentido de limitar a dispersao geografica da malaria.
De um modo alternativo, poder-se-ia adoptar a quimioprofilaxia
em tais areas e poder-se-ia avaliar esta estratégia utilizando
a hibridacao de acidos nucleicos.

O ADN de cordédo duplo possui uma natureza complemen-
tar. Sob determinadas condigdes de temperatura e de concentra-
cdo salina, os corddes complementares do ADN podem ser desnatu
rados ou dissociados e reassociados de um modo reprodutivel. A
reassociacado, também pode ocorrer entre o ADN e o ARN gque lhe

& complementar. Pode marcar-se a reassociacido do ADN e do ARN



com dispositivos de detecgdo (isotdpicos ou ndo isotdpicos) e
podem empregar-se métodos de detecgio adequados.

No caso do Plasmodium vivax, ndo existe referéncia a

quaisquer sequéncias sondas de ADN potenciais. O desenvolvimento

de sequéncias de acidos nucleicos especificas para se detectar o

Plasmodium vivax poderia ser importante tendo em vista a deter

minagdo da incidéncia do Plasmodium vivax numa area geografica

mente definida. O termo sonda utiliza-se para se referir um
conjunto de sequéncias de ADN obtidas bioldgica ou sinteticamen
te.

Pode efectuar-se a hibridagdo do acido nucleico em
qualquer amostra bioldgica suspeita de abrigar o parasita. O
sangue, por exemplo, pode ser retirado directamente, solubili-
zado num alcali e efectuar-se uma mancha sobre nitrocelulose ou
sobre suportes sdlidos semelhantes de acordo com métodos norma
lizados (2). Imobiliza-se o ADN nos suportes e pde-se em con
tacto com a sonda especifica sob condigdes adeguadas de tempe-
ratura, forga idnica, etc. (3) que favoregam a complementariza
cdo especifica da sonda e dos acidos nucleicos alvo. Se a sonda
for portadora de uma marca isotdpico (habitualmente 32P), faz-
-se a radioautografia para se efectuar o despiste das amostras
positivas das negativas. Se a sonda for portadora de uma marca
ndo-isotdpica, como, por exemplo, biotina (4), utiliza-se, por
exemplo, um sistema enzimdtico avidina-fosfatase alcalina,
apds O que se utiliza uma série de provas para desenvolvimento
de cor nas amostras que se apresentaram positivas para o en-
saio.

Ainda de acordo com uma outra técnica (5), podem re-



colher-se directamente o sangue ou as amostras tecidulares que
se pretende analisar no sangue caotrdpico, tal como tiociana-
to de guanidina 4M. Efectua-se o processo de hibridagdo numa
solugdo e depois filtra-se a mistura através de um suporte so-
lido sob condigdes que facilitem a ligagdo apenas das sondasr
hibridas marcadas, enquanto o excesso de sondas ndo se liga i
matriz. Pode efectuar-se a radioautografia ou a detecgdo colo-
rimétrica nesta matriz. Este modo de hibridacdo & especialmen-

te Gtil quando se utilizam sondas de ARN de cord3o Gnico.

Pormenores da Presente Invencao

A presente invengdo refere-se 3 identificaglo de se-
quéncias de ADN especificas para P. vivax e ds sequéncias nu-
cleotidicas destas sondas para P. vivax. Com base nestas carac
teristicas desenvolveu-se um procedimento de diagndstico para
a detecgdo especifica de P. vivax empregando a hibridacdo de
dcido nucleico. Este ensaio & rapido, sensivel e pode ser uti-
lizado em larga escala com finalidades epidemioldgicas.

A presente invencgdo refere-se a:

1. Novas construgoes ou plasmideos, pARC 117,

PARC 145 e pARC 1153, que se depositaram sob a forma de

E. coli transformada na National Collection of Industrial
Bacteria, Torry Research Station, Aberdeen (NCIB) nas datas e
com os numeros de depdsito que se indicam a seguir:

PARC 117: NCIB 40114, E. Coli RR1 M15 pARC 117, Fev. 15, 1989
PARC 145: NCIB 40110, E. Coli RR1 M15 pARC 145, Fev. 7, 1989

PARC 1153: NCIB 40108, E. Coli RR1 M15 pARC 1153, Fev. 7, 1989
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2. As sequéncias de ADN de pARC 117, pARC 145, e de
PARC 1153 e as suas estruturas que compreendem pelo menos 20

nucleotidos consecutivos.

3. Uma sonda de ADN para a detecgido de P. vivax,
constituida por uma sequéncia nucleotidica identificada adian-

te por pARC 117.

4. Uma sonda de ADN para a detecgdo de P. vivax,
constituida por uma sequéncia nucleotidica que se identifica

adiante por pARC 145.

5. Uma sonda de ADN para a deteccdo de P. vivax,
constituida por uma sequéncia nucleotidica que se identifica

adiante por pARC 1153.

6. Um método para a detecgdo de P. vivax numa amos-
tra bioldgica de vertebrados ou invertebrados por hibridagdo
de uma sonda que & constituida por uma sequéncia nucleotidica,
tal como a identificada para pARC 117, pARC 145 ou ‘para
PARC 1153, numa forma marcada radioactivamente ou nado radioac-
tivamente com as sequéncias homdlogas respectivas no genoma do
P. vivax, e detecgdo da sonda marcada que se liga ao genoma do

P. vivax.

A presente invencdo encontra-se exemplificada mas ndo
limitada ao diagndstico de doengas. A presente invencgado pode

abranger o rastreio epidemiologico e as investigagles forenses,
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a determinagdo da contaminagdo alimentar, salde piblica, medi-
cina preventiva, veterinaria e aplicagdes agricolas no que se

refere ao diagndstico de agentes infecciosos.

Identificagcdo de seguéncias de ADN especificas para P. vivax

Uma vez que ainda nao se efectuou a cultura in vitro
de P. vivax, o ADN gendmico deste parasita obtém-se a partir
de sangue de um paciente infectado. Apds remocio maxima pos~'
sivel da pelicula de revestimento, prepara-se o ADN gendmico
de acordo com métodos normalizados (6), efectua-se a sua di-
gestdo com o enzima Sau 3A e efectua-se a sua clonagem no sitio
Bam Hl do vector plasmidico conhecido, pUC 18. Identificaram-se
espécies de sequéncias de ADN especificos por rastreio de fil
tros duplicados com ADN de P. Vivax marcado radioactivamente e
com ADN de ser humano normal marcado radiocactivamente no ras-
treio de caracteristicas diferenciais. Obtiveram-se tré@s sondas
especificas de P. vivax que se designaram por pARC 117,
PARC 145 e pARC 1153 e que se subclonaram nos vectores M13 ten
do-se determinado a sua sequéncia de ADN pelo método de termi-
nacdo de cadeia di-desoxi (7). Nenhuma delas possuia quaisquer
elementos caracteristicos repetitivos na regifo sequenciada.
Uma pesquisa de homologia num computador que utilizava um ban-
co de dados actualizado, tal como Genbank e EMBL revelou
ndo existir uma homologia significativa com qualquer das sequén
cias nucleotidicas publicadas. Obteve-se a homologia mais ele-
vada com pARC 117 e com a parvalbumina de ratazana (cerca de

41%). Este dado & insignificante para qualquer finalidade pra-
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tica.
As referidas sondas de P. vivax, mostraram—-se espeq;
ficas e nao reagiram de modo cruzado com isolados de

P. falciparum (Fig. 1).

Descricdo do procedimento de deteccdo utilizando as sondas es-

pecificas de P. vivax

Existem dois procedimentos principais para hibrida-
gdo de acidos nucleicos. De acordo com um dos métodos imobili-
za-se a amostra de acido nucleico no suporte sdlido enquanto a
sequéncia sonda fica em solugdo (2). De acordo com outro méto-
do, tanto a amostra de acido nucleico como a sequéncia sonda
estdo em solugdo (5).

Deste modo, o ensaio de hibridagdo de acido nucleico
envolve a colocagdo de uma amostra de sangue ou de tecido num
suporte sdlido como, por exemplo, nitrocelulose, que depois se
hibrida com a sonda (marcada isotopica/ou ndo isotopicamente)
sob condigdes adequadas de temperatura., etc. (3). Este método
encontra-se bem documentado e no contexto do diagndstico da
maldria tem sido utilizado por diversos investigadores (8). No
entanto, tem de processar-se a amostra tecidular para extrac-
cdo do ADN do parasita e depois tem de ser utilizada num ensaio
de manchas pontuais. N3o & isto o pretendido quando se concebe
um ensaio de diagndstico que se destina a ser utilizado para
rastreios em massa. Segundo a experiéncia da Requerente, a co-
locagdo directa de sangue infectado na matriz ndo foi satisfa-

toria. Quando se utilizam as proteinas das membranas dos eri-
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trocitos e de outros componentes plasmidticos sanguineos, presu
mivelmente proteinas, e outros tecidos, impedem estericamente

a ligagdo do ADN do parasita a matriz. Como consequéncia, duran
te o processo de hibridacdo a amostra manchada destaca-se da
matriz levando a uma perda de sinal especifico. Pode ultrapas-
sar-se o problema lavando previamente as amostras para remover
os constituintes plasmaticos interferentes, o que tornara o
ensaio trabalhoso, ou efectuando manchas muito pequenas de san
gue o que iria contribuir para uma perda de sensibilidade na
detecgao.

A Requerente adoptou, portanto, uma solugdo de hibri
dacdo que nao necessita de processamento € que & mais rapida
de efectuar do que a hibridagdo dos filtros. O ensaio compreen
de os seguintes passos:

a) Recolhe-se directamente a amostra de tecido numa
solugdo de sal caotrdpico ou num agente de desnaturagdao como,
por exemplo, 25 ‘Pl de sangue em 50 /pl de tiocianato de guani
dina 6M. Se a sonda possuir um marcador isotdpico, pode utili-
zar-se como sal caotrdpico o tiocianato de guanidina numa con-
centragao de 4M. Se a sonda for nao isotdpica (como, por exem
plo, biotina) e se destinar a ser detectada por uma reacgdo en
zimdtica, ndo se pode utilizar o tiocianato de guanidina, uma
vez que este se liga aos filtros de nitrocelulose, aos filtros
de difluoreto de polivinilideno (PVDF) e a outras matrizes se-
melhantes e desnatura o conjugado enzimatico utilizado subse-
quentemente na reacgdo. No entanto, pode utilizar-se tiociana-
to de guanidina com sondas ndo isotdpicas, desde que se tratem

previamente as matrizes.
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Na presente invengao, quando se utilizou cloridrato
de guanidina como um agente de solubilizagdo, descobriu-se
que este era tdo eficaz como o tiocianato de guanidina. Pos-
sui a vantagem adicional de ndo se ligar & matriz sdlida, pe-
lo que se pode utilizar em sondas ndo isotdpicas.

b) Adiciona-se a sonda (1l ng). A sonda adicionada
&, de preferéncia, um acido nucleico de cord3o Gnico, ADN ou
ARN gue se pode obter bioldgica ou sinteticamente de acordo
com ﬁétodos bem documentados na especialidade. O ARN & a son-
da preferida.

c) Aguece-se a amostra & temperatura de 85% duran
te 5 minutos e deixa-se arrefecer até@ i temperatura ambiente
(cerca de 28° a 350C) durante 2 horas.

d) Depois dilui-se a amostra pelo menos dez vezes,
com uma solugdo salina que contem ARNase A e incuba-se durante
mais 15 minutos. Quando se utiliza um ADN de corddo Gnico como
sonda, pode remover-se a sonda ndo hibridada por cromatografia
de hidroxilapatite.

e) Depois filtra-se a amostra através da matriz, por
exemplo filtros de nitrocelulose ou de fluoreto de polivinili-
deno, e lavam-se duas vezes os filtros numa solucdo salina
contendo ARNase A durante 15 minutos de cada vez.

f) Depois utiliza-se o método de detecgdo adequada.

Preparacdo de sondas de hibridacio

Podem preparar-se as sondas de hibridagdo por clona-

gem dos elementos gendmicos em vectores adequados. Estes vecto



res podem ser plasmideos (plasmideos de E. coli), fagos filamen
tosos (M13), bacteridfagos lambddides, cosmidos, fagos de salmo
nelas e leveduras. Pode utilizar-se quaisquer vectores conheci-
dos na especialidade.

Podem marcar-se radioactivamente as sondas de hibrida

¢ao por "nick-translation" de ADN com 32

P utilizando ADN Polime
rase e zfc(-32;7dNTP. Para a marcagdo ndo-radioactiva pode uti-
lizar-se Bio-dUTP nas reacg¢des de "nick-translation". Podem mar
car-se as extremidades de pequenas sondas oligonucleotidicas
com [Z'-32P_7 ou com [%—32P_7, respectivamente nas suas ex-
tremidades 5' ou 3'.

Podem obter-se sondas de ADN de corddo simples marca
das com 32P utilizando o sistema vector M13 (9). Podem marcar-
-se com biotina sondas de ADN de cordado simples , de acordo
com a reacgao em cadeia de polimerase na presenca de Bio-dUTP,
de outros desoxi-ribonucledtidos e de ADN-polimerase Tag. (10).

Nos ensaios de hibridagdo em que se utilizou a hibri
dagdo de ARN preparou-se ARN marcado complementar do ADN. Os
métodos para a construgdo de tais sistemas encontram-se beﬁ
documentados na especialidade (11). A presente invengdo abran-
ge também estes ensaios. Deste modo,a.presente invengdo também abrange

a utilizagdo de ADN de corddo duplo, de ADN de corddo simples

e de ARN como sondas para a deteccdo do genoma de P. vivax.
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EXEMPLO 1

Neste exemplo apresenta-se um método segundo o qual
se obtiveram espécies de sondas especificas para P. vivax.

1. Isolou-se o ADN total de sangue infectado com

P. vivax, efectuou-se a sua digestdao com o enzima Sau 3A e

efectuou-se a sua clonagem no sitio Bam Hl do vector plasmideo,

PUC 18.

2. Efectuou—-se a mancha de replicac¢dao dos clones SO
bre dois filtros de nitrocelulose. Efectuou-se o rastreio de
um dos filtros com ADN humano marcado radioactivamente por
“nick-translation" e efectuou-se o rastreio do outro filtro com
ADN de P. vivax marcado radiocactivamente por "nick-translation".

3.- Efectuou-se a autoradiografia das réplicas hibri
dadas para se produzirem sinais de hibridacao.

4. Os clones que reagiram com o ADN de P. vivax e
ndo reagiram com o ADN humano foram considerados como especifi
co da espécie e foram seleccionados para serem utilizados como
sondas de hibridacdo para P. vivax.

5. Deste modo, identificaram-se trés clones. Desig-
naram-se estes clones, respectivamente, por pARC 117, pARC 145
e pARC 1153. Determinou-se a sequéncia nucleotidica de cada um
dos clones de acordo com métodos normalizados tendo-se obtido

o0 resultado seguinte.



Sequéncia Nucleotidica de pARC 117:

5'mmammn AT GTA AGA GCA CAT
GAG ATT TTA TAA GGA TTT CAT TTT
ACT CAG GGT GAA ATG AAG AAG CAC

TAA AAG ATT TTG AGT AGA GTT TCA



Sequéncia Nucleotidica de pARC 145:

GTG

GTC

CTG

CIT

AGA

TCA

TGT

GGC

TCC

ACC

GAA

ACT

TAG

AGA

GTA

CTG

AcCAa

CTG

TAG

TTT

GGG

GCA

GCC

CCC

AGG

GCT

GCA

TCA

TGA

TCT

CCA

TTG

AGA

TAC

GGC

GTC

TGG

GCT

ATG

GGG

AAG

GCA

TCT

AGC

TAA

AGC

CTG

CTT

GGG

TAA

GGG

TGA

GGA

CTC

TCC

ATG

CAT

AGG

GTG

CTC

ACA

AGA

GAG

TGA

CCA

GGG

CAC

GTT

GTC

AAG

CTG

GGT

GGA

TAG

TTA

TGG

AGA

GAG

CAG



Sequéncia

GAA
TCA
TCC
GAG
TGT
CAC
AAT

TAT

ATT

TAT

CAC

ATA

ACA

ATT

TCA

TTG

GAT

CCT

Nucleotidica de

ACC

GGA

TCT

CAT

TAC

TGT

GTT

GGG

GCA

TAC

CTG

AAA

ATA

TTG

ATG

CIT

CAT

TTA

GAC
TGC
TCC
TTC
GGC
GTA
GAA
CTC
CAA
CAT
TGT
TAC
CCC
TTC
GCT

CAT

ACT

TGA

CAA

CTC

AAA

CAA

TGG

ACA

TCT

TGT

TTT

TCT

ACC

AAC

GTA

ACT

TTA
AGC
TGC
GTG
CTT
TAA
CAT
CTA
TAA
ACT
TAT
TTG
TTG
CTC
TTT
TTT

GTT

PARC 1153:

TGA

GGG

AAT

TTG

ATT

GGT

TAA

AAA

GAT

AAT

TCA

CTT

TAA

AAC

ACC

TGG

TAT

GTC

CTC

TTT

GTA

CTT

GCA

CCT

GTA

ATT

TTA

ATT

TAA

ATT

TTA

CTA

TTA

AAC

TAA

AGA

TTT

TAG

TTG

ATT

CTG

GGA

GCC

AAA

AAT

TAT

TTG

GCT

TTT

GCA

TGG

TTC

ATC

CCcAa

TTC

GTG

TGA
ATG
TTT
ACG
TCT
ATC
TAA
ATT
ATA
AAT
TTG
ATT
TCA
CTC
TCC
ACA
CAT

CCT

TTT

TGA

TAG

AGG

TTT

CAC

TTA

GTG

TAT

TAA

TGG

TTC

CCT

CTA

CCA

TTC

ATG

GGC

TTG

TTA

CTA

GCA

CTT

GTT

ATT

TAT

GTA

CAT

TGA

AAG

CAT

AGT

GAC

TAC

AAG

TTA

ATG

GAC

GCC

GGA

CCT

TCC

TTT

ATT

TAC

ACA

GAG

TAT

TGT

ATA

CccC

TCT

TAG

TTT



EXEMPLO 2

Neste exemplo, apresenta-se a preparacao de sondas de
hibridacdo especificas.

Obtiveram-se as sondas de hibridacao por marcacao do
ADN inserido em pARC 117, pARC 145 e pARC 1153 por marcacdo ra-
diocactiva na presenga de ADN polimerase de E. coli ou de ADN
polimerase T4 e de 170{—32P_]dNTPs 0 que proporcionou uma activi-
dade especifica de lO7 cpm a 5 x lO7 cpm//Fg de ADN. Pode mar-
car-se o ADN de corddo simples ou derivado de sintese, nas ex
tremidades 5', utilizando polinuclotidoquinase e ZTQ(—32P_7ATP.
Também se podem marcar as extremidades 3' utilizando transfera
se terminal e [:Q(—32P_7dNTPs.

Pode sintetizar-se ADN de corddo simples tratado com
biotina de acordo com a reacgdo em cadeia de polimerase utilizan
do ADN polimerase Tag e Bio-dUTP.

Podem tratar-se com biotina os acidos nucleicos de
corddo simples ou duplo utilizando biotina fotoactivada. Também
se pode efectuar o tratamento quimico com biotina, dos acidos
nucleicos.

Pode gerar-se o ARN de cordac simples por fusdo do
ADN de interesse com um fragmento do promotor do bacteridfago
Salmonela Sp6 num vector adequado. Pode propagar-se o vector
na E. coli. Pode transcrever-se o ADN deste vector in vitro uti
lizando ARN polimerase SP6. Durante este processo pode obter-
-se ARN radioactivo de actividade especifica elevada utilizan-
do ZTQ(-32P;7UTP. B tamBém possivel tratar este ARN com bioti-

na.



EXEMPIO 3

Este Exemplo ilustra a especificidade de espécie de
trés clones de P. vivax descritos no Exemplo 1, viz. pARC 117,
PARC 145 e pARC 1153.

Prepararam-se os ADNs genOmicos de 9 isolados dife-
rentes de P. vivax e efectuaram-se manchas sobre filtros de
nitrocelulose. Sondaram-se os filtros com as respectivas son-
das especificas de P. vivax que eram radioactivas. As sondas
reagiram apenas com as amostras de P. vivax e nao com o ADN

de P. falciparum nem de seres humanos (Fig. 1).

EXEMPLO 4

Neste Exemplo apresenta-se um ensaio para o

Plasmodium vivax wutilizando uma solugdo de hibridac3o.

Recolheu-se o sangue (20 /pl) ou o tecido infectados
directamente em 50 jul de tiocianato de guanidina contendo 1 n
de ARN sonda de pARC 117 marcada radiocactivamente tal como se
descreveu no Exemplo 2.

Aqueceu-se esta amostra a temperatura de 85°C durant
5 minutos e deixou-se, em repouso, i temperatura ambiente, du-
rante 2 horas.

Depois, diluiu-se 10 vezes a amostra em 2 X SSC que
continha 10 ng de ARNase A e incubou-se 3 temperatura ambiente
durante mais 15 minutos.

Depois filtrou-se a amostra através de um filtro ma-

triz de nitrocelulose ou de PVDF e lavou-se o filtro duas ve-

14
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zes em 2 x SSC que continha tampao ARNase A durante 15 minutos
de cada vez.

Secou-se o filtro e efectuou-se a sua autoradiografia
para se registar na pelicula o desenvolvimento dos sinais de
hibridacgao.

O ensaio descrito & facil de realizar e requer muito
pouco equipamento de laboratdrio, tal como o que estard possi-
velmente presente nas situagdes de caracter periférico durante

OS5 exames em massa.

EXEMPIO 5

Este Exemplo ilustra o procedimento de hibridacgdo em
solugao empregando cloridrato de guanidina em vez de tiociana-
to de guanidina, tal como se descreveu no Exemplo 4.

O tiocianato de guanidina 4M como o agente caotropi-
co e as sondas ndo radioactivas que se detectaram por conjuga-
dos de proteinas sdo incompativeis. O sal caotrdpico liga-se
aos filtros de nitrocelulose e de PVDF e desnatura os conjuga
dos de proteinas que se utilizam para o desenvolvimento da
cor.

O cloridrato de guanidina quando utilizado como agen
te de solubilizagdo é tdo eficaz como o tiocianato de guanidi-
na. Uma vez que nao se liga 3 matriz (filtros de nitrocelulose
ou de PVDF), possibilita a utilizacdo de sondas ndo radioacti-
vas que sdo detectadas por conjugados de proteinas.

Pode utilizar-se o tiocianato de guanidina conjunta

mente com sondas nao radioactivas, tal como anteriormente se



—

descreveu apenas nos casos em que o filtro foi previamente tra
tado, por exemplo com BSA a 3%, antes de se filtrar atraves de

le a solugdo de tiocianato de guanidina.
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Figura 1l:

LEGENDA DA FIGURA

Especificidade das sondas pARC 117 (A), pARC 145 (B)
e pARC 1153 (C) de P. vivax. Ensaiaram-se como son-

das as insergdes de cordido duplo dos trés clones.

De Pvl a Pv9 representam-se as preparacgdoes de ADN de
nove amostras de sangue infectado por P. vivax.

FCK 2 e T9 representam preparagoes de ADN de

P. falciparum. NH representa ADN humano normal.




REIVINDICACOES

l.- Processo para a preparacido de uma sonda de hibri

dagdo, constituida pela sequéncia de nucleotidos:

§' e AT GTA AGA GCA CAT
GAG ATT TTA TAA GGA TTT CAT TTT
ACT CAG GGT GAA ATG AAG AAG CAC

TAA AAG ATT TTG AGT AGA GTT TCA

ou um seu segmento adjacente que hibrida especificamente o geno-

ma P.vivax, caracterizado pelo facto de se clonar a referida se-

quéncia em um vector.

2.~ Processo de acordo com a reivindicacdo 1, caracte-

rizado pelo facto de o fragmento de ADN possuir a sequéncia:



LR CC AAG TGA AGA AAG
GTG GAA GGG CCA GCA GGA GAC CTG
GTC ACT GCA TTG TCT CTC TGA GGT
CTG TAG GCC AGA AGC TCC CCA GGA
CTT AGA CCC TAC TAA ATG GGG TAG
AGA GTA AGG GGC AGC CAT CAC TTA
TCA CTG GCT GTC CTC AGG GTT TGS
TGT ACA GCA TGG CTT GTG GTC AGA
GGC CTG TCA GCT GGG CTC CAA GAG
TCC TAG TGA ATG TAA ACA GTG CAG

ACC TTIT TCT GGG GGG AAG G-—-—— 3’

3.- Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-

rizado pelo facto de o segmento de ADN possuir a sequéncia:



4

cagdes 1 a 3, caracterizado pelo facto de o referido vector

GGA

TCT

CAT

TAC

TGT

GTT

CTG

AAA

ATA

TTG

ATG

CTT

CAT

TTA

TTT
GaC
TGC
TCC
TTC
GGC

GTA

CAT
TGT
TAC
ccce
TTC
GCT

CAT

CTC

AAA

CAA

ACA

TCT

TGT

TTT

TCT

AAC

GTA

ACT

GTG

CTT

TTG

TTG

CTC

TTT

TTT

GTT

AAT

C TTG

ATT

GGT

AAT

TCA

CTT

TAA

AAC

ACC

TGG

TAT

GTC

CTC

TTT

GTA

CTT

ATG
TTT

ACG

ATA

AAT

TTG T

ATT
TCA
CTC

TCC

AGG

TTT

CAG

TIC

CCT

CTA

CCA

TTC

TAT

GTA

CAT

TAC

AAG

TTA

TIT

ATT

TAC

TGT
ATA
ccc
TCT
TAG

TTT

- Processo de acordo com uma qualguer das reivindi-

ser seleccionado entre plasmideos de E.coli, fagos filamentosos,

(M13), bacteriofagos lamboides, cosmidos, fagos de Salmonella e

leveduras.



3.- Processo de acordo com a reivindicacdo 4, caracte
rizado pelo facto de o referido vector ser um plasmideo de

E.coli.

6.~ Processo de acordo com a reivindicacio 5, caracte
rizado pelo facto de o referido plasmideo de E.coli ser

pUC 18 ou pUC 19.

7.- Processo de acordo com a reivindicacdo 5, caracte
rizado pelo facto de o referido vector conter um promotor de

fago SPG ou um promotor de fago T7 de salmonella.

8.~ Processo de acordo com a reivindicagdo 5, caracte
" rizado pelo facto de se marcar a sonda de hibridacio com

32P lZSI, um grupo cromofdrico ou um grupo relator.

14
9.~ Processo de acordo com a reivindicacdo 8, caracte

rizado pelo facto de o referido grupo relator ser biotina.

10.- Método para detectar P.vivax em uma amostra bio-
16gica de vertebrados ou invertebrados, caracterizado pelo
facto de se hibridar uma sonda obtida pelo processo de acordo
com uma qualquer das reivindicagdes 1 a 9 com as respectivas
sequéncias homdlogas no genoma de P.vivax e por se detectar a

sonda que esta ligada ao genoma de P.vivax.



11.- Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracte
rizado pelo facto de a referida sonda de hibridagdo ser consti-

tuida por um vector contendo a referida sequéncia de ADN, ADN

complementar {corddo Gnico) ou ARN.
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE UMA SONDA DE HIBRIDACAO"

A presente invenczo diz respeito a sequéncias de ADN de

sondas especificas para Plasmodium vivax e aos métodos para a

sua obtencio.

Estas sequéncias de dcido nucleico provaram ser dteis
na detecgio da malaria no homem provocada por P.vivax por ensaios
de hibridacdo de acido maleico.

A elevada sensibilidade destes ensaios e a facilidade
da sua execugdo permite a sua utilizagdo em anilises de sangue
e outros tecidos de vertebrados e invertebrados.

O processo. para a preparacao das referidas sondas de
hibridacdo é caracterizado.pelo facto de se clonér a sequéncia

em questdo com um vector.
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