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'Vinculado ao projeto “Caracterizagdo funcional e expressdo de genes envolvidos no sistema de reparo
de DNA por excisdo de nucleotideos em modelos de tripanossomatideos submetidos a agentes
genotoxicos.”
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A astenia regional dérmica hereditaria equina (HERDA) ¢ uma doenca genética que
consiste em displasia do tecido conjuntivo caracterizada por pele solta, facilmente hiperextensivel
e anormalmente fragil tornando-se predisposta a lesdes de dificil cicatrizagdo ocasionada por
traumas. Os animais afetados também apresentam pele fina no dorso e abdome ventral; edemas,
hematomas e seromas na pele, sendo que a pele se torna facilmente lecionavel. Ocorre
principalmente em equinos Quarto de Milha, onde os sintomas clinicos geralmente aparecem na
idade de 1,5 a 2 anos. Em humanos, ¢ a doenca Ehlers-Danlos.

A causa genética da doenca ¢ uma mutagdo no gene PPIB (peptidylprolyl isomerase B)
que codifica a proteina ciclophilina B, responsavel pela produgio colageno. E uma doenga
autossomica recessiva causada por uma mutacao missense no cédon 115 do gene PPIB, causando
na substituicdo de uma Glicina por uma Argenina. Para o diagnostico molecular, ¢ necessario a
extragdo do DNA do animal, reagdo de PCR (polymerase chain reaction) e sequenciamento.
Como o material obtido foi pelo da crina do animal, dois protocolos de extragdo de DNA de pelo
foram testados. Inicialmente, os fios de cabelo com bulbos foram inseridos em tubos de micro
centrifuga com Tampao ATL, solugdo DTT e proteinase K, resultando em um liquido com
propriedades saponificantes, oxidantes e solvente de proteinas, capaz de dissolver membranas,
oxidar pontes dissulfeto e quebrar proteinas presentes ao redor do material genético, como as
histonas, sem danificar o DNA.

A quantidade de proteinase K refere-se, conforme o protocolo, a 20ul, mas foi
modificada para 30ul, devido a espessura dos fios de cabelo da crina do cavalo. A mistura foi
encubada por 24 horas, sendo necessario realizar uma mistura com o vortex a cada periodo de 4-6
horas. A purificacdo deste material, no dia seguinte, ocorreu com diversas etapas de diluicao do
material genético em colunas com filtro e solucdes de tampao, além da utilizagdo do etanol para a
precipitacdo do DNA.

A partir da analise de absorbancia do material previamente eluido, constatou-se que a
utilizacdo desta metodologia teve efeito positivo para a extracdo de material genético, apesar de
sua baixa concentragdo final. Desta forma, diferentes testes sdo realizados para aumentar a
eficacia da extragdo. O segundo teste, realizado com concentragdes mais altas de proteinase K,
além da comparagao com pelos corporais de gato e cachorro e humano, mostrou-se mais eficiente
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para a extragdo do DNA da crina, contudo a quantidade de material genético presente nas
amostras de cdo, gato e humano mostraram-se infimas para a adequada extragdo. Desta forma,

pretende-se a seguir realizar a extracdo de DNA utilizando o primeiro protocolo para a
confirmagao molecular da doenga.
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