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Figura 21. Boxplots demonstrando a comparação da expressão gênica da 
MMP13 na pele de dorso e ventre (A e B, respectivamente) entre os 
grupos GA e GC ao longo do período experimental. Não houveram 
diferenças estatísticas entre os grupos em nenhuma das regiões 
avaliadas (P>0,05). Em B, o valor de P acima dos diagramas do M4, 
indica tendência a diferença estatística entre grupos (P=0,057). ................. 65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886
file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886
file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886
file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886
file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886
file:///C:/Users/Campo%20Amor/Documents/doutorado/defesa/tese%20para%20impressão/Projeto%20Herda_colagenase%20-%20tese%20em%20correção%20banca.docx%23_Toc31357886


xv 

 

SUMÁRIO 

 

RESUMO ............................................................................................................... 1 

ABSTRACT ............................................................................................................ 2 

1 INTRODUÇÃO .................................................................................................... 3 

2 REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................... 5 

2.1 Estrutura, biossíntese e metabolismo do colágeno ...................................... 5 

2.2 Doenças genéticas do colágeno .................................................................. 7 

2.3 Astenia cutânea regional hereditária em equinos (HERDA) ......................... 8 

2.3.1 Etiopatogenia ........................................................................................ 9 

2.3.2 Sinais clínicos e diagnóstico ................................................................ 10 

2.3.3 Tratamento, prognóstico e manejo ...................................................... 12 

2.4 Metaloproteinases de matriz (MMP) ........................................................... 13 

2.5 Ação da radiação solar na matriz extracelular cutânea .............................. 15 

2.5 Justificativa ................................................................................................ 18 

3. OBJETIVO ....................................................................................................... 18 

3.1 Objetivos específicos ................................................................................. 18 

4 MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................ 19 

4.1 Animais ...................................................................................................... 19 

4.2 Delineamento experimental........................................................................ 19 

4.3 Colheita das amostras ............................................................................... 20 

4.3.1 Biópsias de pele .................................................................................. 20 

4.4 Análise da expressão gênica das Metaloproteinases MMP1, MMP8 e 
MMP13 por Reação em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo 
Real (qPCR) ................................................................................................ 22 

4.4.1 Extração e purificação de RNA total .................................................... 22 

4.4.2 Reação da Transcriptase Reversa e produção de cDNA ..................... 24 

4.4.3 Desenho dos iniciadores (primers) ...................................................... 24 



xvi 

 

4.4.4 Avaliação dos conjuntos de primers por PCR convencional e 
sequenciamento 
Sanger...................................................................................................
.................................................26 

4.4.5 Análise especificidade e concentração dos primers e eficiência da 
reação qPCR ........................................................................................... 27 

4.4.6 Reação de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) ........................... 28 

4.5 Análise estatística ...................................................................................... 28 

5 RESULTADOS .................................................................................................. 29 

5.1 Tratamento dos grupos: restrição e exposição à radiação solar. ................ 29 

5.2 Análise da expressão gênica pela técnica de qPCR .................................. 32 

5.2.1 Concentração e qualidade do RNA total das amostras ........................ 32 

5.2.2 Curvas padrão e análise da eficiência da reação de qPCR e análise 
de variação do gene endógeno utilizado como normalizador ................... 34 

5.3 Expressão gênica relativa das Metaloproteinases MMP1, MMP8 e 
MMP13 da pele de dorso e ventre de equinos afetados (HERDA) e 
normais ........................................................................................................ 37 

5.3.1 MMP1 .................................................................................................. 38 

5.3.2 MMP8 .................................................................................................. 48 

5.3.3 MMP13 ................................................................................................ 57 

6. DISCUSSÃO .................................................................................................... 66 

7. CONCLUSÃO .................................................................................................. 70 

8 REFERÊNCIAS ................................................................................................ 71 

9 ARTIGO CIENTÍFICO ....................................................................................... 82 

10 ANEXOS ....................................................................................................... 104 

 ANEXO 1 - Normas da Revista Veterinary Dermatology. ............................... 104 



1 
 

CUNHA NETO, C.A.V. Influência da radiação solar na expressão gênica de 

colagenases na pele de equinos com Astenia Dérmica Regional Hereditária. 

Botucatu, 2020. 133 pag. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

 

RESUMO 

Com a hipótese do aumento da degradação cutânea de equinos com HERDA 

quando expostos a radiação solar, este trabalho teve por objetivo avaliar a 

influência do sol na expressão gênica das colagenases (MMP1, MMP8 e 

MMP13) na pele de animais afetados e normais. Foram utilizados 12 equinos, 

seis no grupo afetados (GA) e seis normais para o grupo controle (GC). Todos 

os animais viviam à campo e foram submetidos a restrição de radiação solar e 

posteriormente expostos ao sol. Foram realizadas biópsias de pele da região 

dorsal e ventral dos animais em seis momentos: M0, antes da fase de restrição 

ao sol; M1 e M2, aos 15 e 30 dias de restrição ao sol, respectivamente; M3, M4 

e M5 ao final do 1º, 3º e 15º dia de exposição ao sol, respectivamente. Com a 

técnica de qPCR, observou-se influência da radiação solar na expressão gênica 

de colagenases na pele dos equinos  do GA e GC, sendo que: no M4 houve 

aumento significativo (P<0,05) da expressão relativa de MMP1 na pele dorsal de 

ambos os grupos, todavia o GA expressou mais MMP1 na região dorsal que o 

GC; houve uma maior expressão da MMP1 na região dorsal do que ventral em 

M4 no dois grupos; aumento na expressão de MMP8 em ventre do GA e 

nenhuma mudança significativa na expressão gênica de MMP13 em nenhum dos 

grupos. Assim, conclui-se que se deve evitar que os animais afetados fiquem 

expostos ao sol, pelo menos nos períodos de maior incidência de radiação solar. 

 

Palavras chave: MMP1, MMP8, MMP13, expressão gênica, qPCR. 
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ABSTRACT 

With the hypothesis of increased skin degradation in horses with HERDA when 

exposed to solar radiation, this study aimed to evaluate the influence of the sun 

on the gene expression of collagenases (MMP1, MMP8 and MMP13) on the skin 

of affected and normal animals. Twelve horses were used, six in the affected 

group (GA) and six normal in the control group (CG). All animals lived in the field 

and were submitted to solar radiation restriction and later exposed to the sun. 

Skin biopsies of the dorsal and ventral regions of the animals were performed in 

six moments: M0, before the sun restriction phase; M1 and M2, at 15 and 30 days 

of sun restriction, respectively; M3, M4 and M5 at the end of the 1st, 3rd and 15th 

day of exposure to the sun, respectively. With the qPCR technique, the influence 

of solar radiation on the gene expression of collagenases in the GA and GC 

horses was observed, being that: in M4 there was a significant increase (P <0.05) 

in the relative expression of MMP1 in the dorsal skin from both groups, however, 

GA expressed more MMP1 in the dorsal region than CG; there was a greater 

expression of MMP1 in the dorsal than ventral region in M4 in the two groups; 

increased expression of MMP8 in the womb of GA and no significant change in 

gene expression of MMP13 in either group. Thus, it is concluded that the affected 

animals should be avoided from being exposed to the sun, at least during periods 

of higher incidence of solar radiation. 

 

 

Key words: MMP1, MMP8, MMP13, gene expression, qPCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A Astenia dérmica regional hereditária equina (HERDA) é uma 

enfermidade que acomete principalmente a pele possuindo caráter autossômico 

recessivo em equinos (TRYON et al., 2005). A HERDA acomete cavalos da raça 

Quarto de Milha (QM) e raças compostas pelo QM (WHITE et al., 2004; TRYON; 

WHITE; BANNASCH, 2007). Clinicamente é observado animais com pele fina, 

frouxa e hiperextensível que lacera facilmente ao menor trauma causando 

extensas cicatrizes, de difícil reparação, (SOLOMONS, 1984; WHITE et al., 

2004; BORGES et al., 2005). A afecção ocorre devido mutação no gene que 

codifica a proteína Ciclofilina B (CypB), ocasionando efeitos deletérios na síntese 

do colágeno (TRYON; WHITE; BANNASCH, 2007; ISHIKAWA et al., 2012; 

RASHMIR-RAVEN, 2013). Além da pele, esta anormalidade na síntese de 

colágeno faz com que ocorram diferenças na espessura e angulação de córnea 

(MOCHAL et al., 2010; BADIAL et al., 2015) e na composição de tendões e 

ligamentos nos animais com a mutação em homozigose (GRADY et al., 2009; 

BOWSER et al., 2014;). 

Embora os animais afetados apresentem feridas em todo o corpo, existe 

uma maior frequência na região dorsal, isto contribuiu para que a denominação 

de astenia dérmica regional fosse adotada (WHITE et al., 2004). Todavia, 

trabalhos demonstram que a pele é mais fina e hiperextensível em quase todo o 

corpo dos animais afetados (GRADY et al., 2009; BADIAL et al., 2014a). A maior 

ocorrência de feridas localizadas na região dorsal dos animais afetados também 

é atribuída a maior exposição a luz solar desta região (RASHMIR-RAVEN et al., 

2004; GRADY et al., 2009; RASHMIR-RAVEN, 2013; RASHMIR-RAVEN; 

SPIER, 2015). Estudos anteriores mostraram que a produção de colagenase 

induzida pela radiação de raios ultravioleta (solar) resultou em degradação das 

fibras de colágeno na pele de humanos (FISHER et al., 1996; FISHER et al., 

1997; BRENNEISEN et al., 2002).  

Rashmir-Raven e colaboradores demonstraram que a pele de cavalos 

com HERDA é mais hiperextensível quando exposta a colagenase bacteriana do 

que a pele de cavalos normais. Tais achados deram suporte a hipótese de que 

a microestrutura das fibras dos animais afetados provê uma superfície de contato 

mais ampla para ação enzimática devido a desorganização histológica e 
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estrutural (RASHMIR-RAVEN; HOPPER, R; RYAN, 2004; WHITE et al., 2004; 

BADIAL et al., 2014).   

Considerando que a HERDA é uma das principais enfermidades 

genéticas de equinos da raça QM, que o rebanho desta raça é o mais numeroso 

no território nacional com percentuais de carreadores semelhante ao plantel 

americano (TRYON et al., 2009; ABQM, 2017; BADIAL et al., 2014b), que casos 

clínicos tem sido observados no Brasil (BORGES et al., 2005), e que a incidência 

de luz solar em países tropicais é maior que na América do Norte, tal pesquisa 

nos fornece dados clínicos e moleculares úteis para melhor compreender alguns 

dos eventos metabólicos que podem contribuir para o aparecimento dos sinais 

clínicos nos animais afetados. Além de auxiliar na tomada de medidas de manejo 

dos animais acometidos, este estudo pode servir como modelo para pesquisas 

voltadas às doenças do colágeno em outras espécies.  
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Segundo Rashmir-Raven (2013) equinos afetados por HERDA devem 

ser mantidos protegidos do sol para que que ocorra melhora clínica e diminuição 

da severidade das feridas cutâneas, pois a incidência de radiação solar pode 

contribuir para piora do quadro clinico devido as lesões serem mais comuns na 

região dorsal, onde a incidência de radiação e o calor são mais intensos, 

(BROUNTS; RASHMIR-RAVEN; BLACK, 2001; RASHMIR-RAVEN et al., 2004; 

WHITE et al., 2004). Concordando com esses autores, ficou evidenciado aqui, 

que a radiação solar na região dorsal é significativamente maior (P<0,001) que 

a região ventral, todavia a expressão gênica das colagenases, aqui estudadas, 

durante o período de restrição mantiveram-se em níveis basais, semelhantes ao 

M0, onde os animais estavam em condições à campo, expostos ao sol, e mesmo 

tendo aumentado de maneira significativa no período de exposição imediato, 

voltou a níveis basais aos 15 dias de exposição. Desta forma, um manejo onde 

os animais afetados ficariam sendo protegidos por longos períodos, e 

posteriormente expostos outra vez, poderia gerar uma condição de reativação 

constante da expressão de enzimas que atuam no degradoma cutâneo. Assim, 

fica indicado que os animais sejam protegidos do sol, pelo menos nos períodos 

do dia com maior incidência de radiação solar.  

 

CONCLUSÃO 

 

A expressão gênica da MMP1 aumenta com HERDA e normais, com 

pico de expressão de 72 horas no dorso, e no ventre em até 15 dias de exposição 

à radiação solar natural, após um periodo de 30 dias de restrição ao sol.  

A radiação solar, nas condições aqui avaliadas, não influenciaram as 

expressões de MMP8 e MMP13, na pele de animais afetados e normais, tal qual 

a MMP1, demonstrando a importancia desta colagenase no processo de 

degradoma cutâneo nos animas. 

Os animais afetados necessitam de proteção da radiação solar, pelo 

menos nos periodos de maior incidência diária de radiação solar. 
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