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1 INTRODUGAO

Com os avangos na area da biotecnologia, através da genbmica e
protebmica, ha uma grande necessidade de armazenar materiais bioldgicos,
juntamente com informagdes clinicas e individuais. O armazenamento desses
materiais biolégicos de pacientes estabelece condicbes para que 0os mesmos
possam se beneficiar de inovagdes tecnoldgicas e novos desenvolvimentos em
medicina personalizada (1).

Pode-se definir um Biobanco de DNA como um centro de recursos bioldgicos,
no qual sado efetuados servicos especializados de coleta, armazenamento,
processamento e distribuicdo de amostras bioldgicas sob condigbes exigidas para
pesquisa (2). Para garantir a integridade e confiabilidade das amostras, torna-se
necessario definir procedimentos para amostragem, transporte e armazenamento,
além de procedimentos de biosseguranga (3). Diversas sdo as aplicagbes de
Biobancos de DNA, entre elas estd a elucidagdo da patologia de doengas de
interesse, o desenvolvimento de testes de diagndstico precoce e identificacdo de
marcadores moleculares de interesse terapéutico (4).

Embora o genoma da espécie equina seja conhecido, ha uma caréncia de
estudos nessa area (5). No entanto, o sequenciamento do genoma dessa espécie
possibilitou o desenvolvimento de novas ferramentas que facilitam a analise de todo
0 genoma. Entre elas esta a construgdo de um chip para a deteccdo de SNPs, o
qual ira estabelecer as bases para varios estudos visando a compreensao dos
mecanismos moleculares que regulam a biologia normal de equino e identificando
fatores genéticos e sua relativa contribuicido nas causas e na progressdao de
doencgas (6).

Estudos recentes dedicados a gendmica clinica buscam identificar os
componentes genéticos e ambientais nas doengas multifatoriais, por meio de
estudos de polimorfismos de DNA e de variagbes estruturais no genoma para
identificar individuos com maior risco de desenvolver determinada doenga (7).
Estudos de expressdo génica buscam esclarecer o mecanismo molecular das
doencgas e para a obtengao de marcadores genémicos de diagnodstico, prognéstico e
avaliagao da resposta a agentes terapéuticos (8).

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer Biobancos de DNA a
partir de amostras de sangue e de tecido fixado em formol para estudos de
Genbmica Funcional aplicados a reproducéo e oncologia da espécie equina.
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2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Biobancos formados a partir de amostras de sangue

Foram coletadas amostras provenientes de sangue periférico de equinos da
raga Puro Sangue Inglés (PSI). O sangue venoso foi coletado da jugular utilizando
tubos vacutainer BD (Becton Dickinson UK limited, Oxfordshire, UK) contendo
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). O processamento foi realizado dentro de
15 minutos. Para a extragdo do DNA genémico foi seguido os procedimentos
recomendados pelo fabricante do DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagene). As
amostras foram eluidas num volume de 100uL. O material foi armazenado em
ultrafreezer a — 80°C.

Biobancos formados a partir de amostras de tecido fixados em formol

Foram coletadas amostras de tecido a partir de biopsia dos sarcéides em
equinos e fixadas em solucdo de formol tamponado 10%. Foi feito um pré-
tratamento de tecidos fixados em formalina, no qual as amostras foram lavadas duas
vezes em PBS para remover o fixante. Posteriormente o PBS foi removido e foi
realizada a purificagdo de DNA total de tecidos animais (Protocolo Spin-Coluna).
Foram realizados cortes de até 25mg de tecido em pequenos pedagos e colocados
em tubos de microcentrifuga de 1,5mL e apds, adicionado 180uL de tampdo Tissue
Lysis Buffer (ATL). Em seguida, foi adicionado 20uL de proteinase K, os tecidos
foram submetidos ao vortex e incubados a 56° C overnight para que fossem
completamente lisados. As seguintes etapas do protocolo de extragdo do DNA foram
realizadas conforme instrugbes do fabricante (DNeasy Blood & Tissue Kit
(Quiagene). As amostras foram eluidas em 50uL. O material foi armazenado em
ultrafreezer a — 80°C.

Quantificagdo das amostras de DNA

A quantificacdo do DNA das amostras dos dois grupos em estudo foi realizada
através do espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare, USA), utilizando um
volume de 2uL de cada amostra, calculando a concentracdo e a qualidade das
amostras através de software. O equipamento fez a leitura da quantidade de DNA
em diferentes comprimentos de onda, sendo utilizada a razdo de A260/A280 para
estimativa da qualidade de cada amostra analisada.

Utilizagdo das amostras no diagnostico molecular

O numero total de amostras coletadas a partir do sangue e do tecido de
equinos foi utilizado na técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para a
amplificacdo do gene p53, com a finalidade de padronizagdo da técnica molecular
para utilizagdo em estudos posteriores.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram realizadas 187 extracbes de DNA a partir de amostras de
sangue provenientes de equinos da raga Puro Sangue Inglés e 32 extragbes de DNA
a partir de amostras de tecido provenientes de biopsias de sarcdides equinos
encaminhadas ao Centro Regional de Diagnostico — Patologia da Universidade
Federal de Pelotas.
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Nas amostras provenientes de sangue a quantificagcdo média observada foi no
valor de 45,34ng/uL, sendo a maxima de 178ng/uL e a minima de -10,7ng/pL.
Quanto a razido A260/A280, essas amostras apresentaram a média de 1,5, sendo a
maxima de 4,474 e a minima de 0,551.

Nas amostras coletadas a partir de bidpsia dos sarcdides em equinos a
quantificagdo média observada foi no valor de 88,19ng/uL, sendo a maxima de
362ng/uL e a minima de 2,5ng/uL. Quanto a razdo A260/A280, essas amostras
apresentaram a média de 1,29, sendo a maxima de 1,933 e a minima de 0,589.

Uma notavel diferenga entre os dois grupos analisados de Biobancos equinos
esta na quantidade de DNA utilizado para padronizagdo da PCR para o gene alvo
de amplificagcéo, a p53. Em amostras extraidas do sangue de equinos foi necessaria
a utilizacdo do volume de template igual a 1uL. Enquanto que para as amostras de
DNA provenientes do Biobanco criado a partir de tecido fixado em formol foi
necessaria uma quantidade maior de DNA como template, sendo utilizado um
volume de 10uL em cada reagao de PCR.

A analise do genoma equino sofreu dramatico progresso em pouco tempo. O
mapeamento genético vem permitindo o isolamento de genes e marcadores
associados a caracteristicas economicamente importantes, como relacionadas a
reprodugao, ao desempenho atlético e a resisténcia ou susceptibilidade a doencgas.
Atualmente, o gene p53 vem sendo correlacionado com a ocorréncia de sarcoides
em equinos (9) e com a capacidade reprodutiva de éguas. Com relagdo ao
desempenho atlético, destaca-se o gene PDK4 que esta diretamente ligado ao
fendtipo atlético (10). Um subconjunto de sarcoides equinos apresentam expressao
perinuclear da p53, nos quais a fungdo normal da proteina nuclear supressora de
tumor é removida, resultando numa perturbacdo do equilibrio do crescimento e
morte celular (11). Estes estudos ressaltam a importancia dos estudos de gendmica
funcional na espécie equina.

4 CONCLUSAO

Este trabalho obteve sucesso no estabelecimento de Biobancos de DNA da
espécie equina. Estes Biobancos permitem a realizagdo de estudos moleculares no
Laboratério de Gendbmica Funcional do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico-
CDTec/Biotecnologia da UFPel. Este material biolégico armazenado servira de fonte
para o aprofundamento das linhas de pesquisa em genémica funcional aplicada a
reprodugao e a oncologia na espécie equina.
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