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bem como a pureza pela andlise da absorbancia relativa das amostras

de pele de equinos do grupo afetado (GA) e grupo controle (GC). ............

Figura 9. Eletroferograma demonstrando integridade do RNA da amostra
padréo pelo RNA Integrity Number (RIM) realizado no equipamento de

eletroforese capilar 2100 Bioanalyzer. ............ccooveeiiiiiiiieeeiiiec e,

Figura 10. Gréaficos demostrando, as curvas padrdo com a eficiéncia de
reacdo, curvas de dissociacdo (especificidade) e as curvas de
amplificacéo das diluicdes seriadas. Em A, B graficos séo referentes aos

genes alvos MMP1 e MMP8, respectivamente. ...........ccooovvvvvmiiiiiiiiinnnenenn.

Figura 11. Graficos demostrando, as curvas padrdo com a eficiéncia de
reacdo, curvas de dissociacdo (especificidade) e as curvas de
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amplificacdo das diluicbes seriadas. Em A e B os graficos séo referentes

aos genes alvo MMP13 e enddgeno B-actina, respectivamente. ...............

Figura 12. Boxplots demonstrando medidas de tendéncia central e
dispersdo dos coeficientes de variacdo dos Cts entre os momentos
experimentais dos genes endogenos [3-actina e GAPDH, sem diferenca

estatistiCa (P>0,05). ...cccuuiiii e e

Figura 13. Boxplots demonstrando a variacdo da expressdo génica da
MMP1 nas amostras de dorso (A, C) e ventre (B, D) dos grupos GA (A,
B) e GC (C, D). Letras diferentes acima dos diagramas indicam

diferencas estatisticas (P<0,05). .....ccoouuuiiiiiiiiiie e

Figura 14. Boxplots demonstrando a variacdo da expressdo génica da
MMP1 e a comparacdo entre dorso e ventre ao longo do periodo
experimental, sendo que em cada momento, as amostras de dorso foram
consideradas controles e as de ventre calculadas proporcionalmente.
Asterisco em cima dos diagramas demonstram diferencas significativas

entre regides no mesmo momento (P<0,05). ........ccovuiiiiieiiiiiiiiieeeeeiee e,

Figura 15. Boxplots demonstrando a variacdo da expressédo génica da
MMP1 e a comparacdo entre 0s grupos, ao longo do periodo
experimental. Em cada momento, as amostras do GC receberam o valor
relativo de 1,0 e as de ventre foram calculadas proporcionalmente.
Asterisco em cima dos diagramas demonstram diferengas significativas
entre 0S grupos no mesmo momento, tanto na regido dorsal (A) quanto

na regido ventral (B) (P<0,05).......uuuuiiiiiiiie e

Figura 16. Boxplots demonstrando a variagdo na expressao génica relativa
de MMP8 na pele das regides de dorso (A, C) e de ventre (B, D) de
equinos dos grupos GA (A, B) e GC (C, D). Letras diferentes acima dos

diagramas indicam diferencas estatisticas (P<0,05). ........ccccccevveerviiinnnnne.

Figura 17. Boxplots demonstrando a variacdo da expressao génica da
MMP8 sem diferencas estatisticas entre dorso e ventre dos grupos de

animais afetados (A) e controle NOrmMais (B). ......ocoovvvvviiiieeiiiiiiieeeeeiiee e,

Figura 18. Boxplots demonstrando a variacdo da expressdo génica da
MMP8 e a comparacdo entre os grupos, ao longo do periodo
experimental. Em cada momento, as amostras do GC receberam o valor
relativo de 1,0 e as de ventre foram calculadas proporcionalmente. Nao
houveram diferencas significativas entre 0s grupos no mesmo momento,

tanto na regiao dorsal (A) quanto na regido ventral (B) (P>0,05). ..............

Figura 19. Boxplots demonstrando a variacdo da expressdo génica da
MMP13 nas amostras de dorso (A, C) e ventre (B, D) dos grupos GA (A,
B) e GC (C, D). Nao houveram diferencas significativas entre os
momentos avaliados (P>0,05) em nenhuma das regides de ambos os
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Figura 20. Boxplots demonstrando a variacdo da expressdo génica da
MMP13 nas amostras de dorso e ventre do GA (A) e GC (B). ndo
houveram diferencas estatisticas em nenhum dos grupos estudados
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Figura 21. Boxplots demonstrando a comparacéo da expressao génica da
MMP13 na pele de dorso e ventre (A e B, respectivamente) entre 0s
grupos GA e GC ao longo do periodo experimental. Ndo houveram
diferencas estatisticas entre os grupos em nenhuma das regides
avaliadas (P>0,05). Em B, o valor de P acima dos diagramas do M4,
indica tendéncia a diferenca estatistica entre grupos (P=0,057). ................. 65
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RESUMO

Com a hipétese do aumento da degradacdo cutanea de equinos com HERDA
quando expostos a radiacdo solar, este trabalho teve por objetivo avaliar a
influéncia do sol na expressdo génica 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
0s animais viviam a campo e foram submetidos a restricdo de radiacao solar e
posteriormente expostos ao sol. Foram realizadas bidpsias de pele da regido
dorsal e ventral dos animais em seis momentos: MO, antes da fase de restricdo
ao sol; M1 e M2, aos 15 e 30 dias de restricdo ao sol, respectivamente; M3, M4
e M5 ao final do 1°, 3° e 15° dia de exposicéo ao sol, respectivamente. Com a
técnica de gPCR, observou-se influéncia da radiacdo solar na expressao génica
de colagenases na pele dos equinos do GA e GC, sendo que: no M4 houve
aumento significativo (P<0,05) da expressao relativa de MMP1 na pele dorsal de
ambos os grupos, todavia o0 GA expressou mais MMP1 na regido dorsal que o
GC; houve uma maior expressédo da MMP1 na regido dorsal do que ventral em
M4 no dois grupos; aumento na expressdao de MMP8 em ventre do GA e
nenhuma mudanca significativa na expressao génica de MMP13 em nenhum dos
grupos. Assim, conclui-se que se deve evitar que os animais afetados figuem

expostos ao sol, pelo menos nos periodos de maior incidéncia de radiacao solar.

Palavras chave: MMP1, MMP8, MMP13, expressao génica, qPCR.



CUNHA NETO, C.A.V. Influence of solar radiation on gene expression of
collagenases in the skin of horses with Hereditary Regional Dermal Asthenia.
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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: MO, 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 gPCR 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 MMPL1 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.



1 INTRODUCAO

A Astenia dérmica regional hereditaria equina (HERDA) é uma
enfermidade que acomete principalmente a pele possuindo carater autossémico
recessivo em equinos (TRYON et al., 2005). A HERDA acomete cavalos da raga
Quarto de Milha (QM) e racas compostas pelo QM (WHITE et al., 2004; TRYON;
WHITE; BANNASCH, 2007). Clinicamente é observado animais com pele fina,
frouxa e hiperextensivel que lacera facilmente ao menor trauma causando
extensas cicatrizes, de dificil reparacdo, (SOLOMONS, 1984; WHITE et al.,
2004; BORGES et al., 2005). A afeccéo ocorre devido mutagdo no gene que
codifica a proteina Ciclofilina B (CypB), ocasionando efeitos deletérios na sintese
do colageno (TRYON; WHITE; BANNASCH, 2007; ISHIKAWA et al., 2012;
RASHMIR-RAVEN, 2013). Além da pele, esta anormalidade na sintese de
colageno faz com que ocorram diferencas na espessura e angulagao de cornea
(MOCHAL et al., 2010; BADIAL et al., 2015) e na composicao de tenddes e
ligamentos nos animais com a mutacdo em homozigose (GRADY et al., 2009;
BOWSER et al., 2014;).

Embora os animais afetados apresentem feridas em todo o corpo, existe
uma maior frequéncia na regido dorsal, isto contribuiu para que a denominacao
de astenia dérmica regional fosse adotada (WHITE et al.,, 2004). Todavia,
trabalhos demonstram que a pele € mais fina e hiperextensivel em quase todo o
corpo dos animais afetados (GRADY et al., 2009; BADIAL et al., 2014a). A maior
ocorréncia de feridas localizadas na regido dorsal dos animais afetados também
é atribuida a maior exposicéo a luz solar desta regido (RASHMIR-RAVEN et al.,
2004; GRADY et al, 2009; RASHMIR-RAVEN, 2013; RASHMIR-RAVEN;
SPIER, 2015). Estudos anteriores mostraram que a producdo de colagenase
induzida pela radiagéo de raios ultravioleta (solar) resultou em degradacao das
fibras de colageno 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 hiperextensivel quando exposta a colagenase bacteriana do
gue a pele de cavalos normais. Tais achados deram suporte a hipétese de que
a microestrutura das fibras dos animais afetados prové uma superficie de contato

mais ampla para acdo enzimatica devido a desorganizacdo histoldgica e



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 raca QM, que o rebanho desta raca € o mais numeroso
no territério nacional com percentuais de carreadores semelhante ao plantel
americano (TRYON et al., 2009; ABQM, 2017; BADIAL et al., 2014b), que casos
clinicos tem sido observados no Brasil (BORGES et al., 2005), e que a incidéncia
de luz solar em paises tropicais € maior que na América do Norte, tal pesquisa
nos fornece dados clinicos e moleculares Gteis para melhor compreender alguns
dos eventos metabdlicos que podem contribuir para o aparecimento dos sinais
clinicos nos animais afetados. Além de auxiliar na tomada de medidas de manejo
dos animais acometidos, este estudo pode servir como modelo para pesquisas

voltadas as doencas do colageno 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 clinica e diminuicéo
da severidade das feridas cutaneas, pois a incidéncia de radiagdo solar pode
contribuir para piora do quadro clinico devido as lesbes serem mais comuns na
regido dorsal, onde a incidéncia de radiacdo e o calor sdo 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 radiagdo solar na regido dorsal é significativamente maior (P<0,001) que
a regido ventral, todavia a expressao génica das colagenases, aqui estudadas,
durante o periodo de restricdo mantiveram-se em niveis basais, semelhantes ao
MO, onde os animais estavam em condi¢cdes a campo, expostos ao sol, e mesmo
tendo aumentado de maneira significativa no periodo de exposi¢do imediato,
voltou a niveis basais aos 15 dias de exposi¢cdo. Desta forma, um manejo onde
0os animais afetados ficariam sendo protegidos por longos periodos, e
posteriormente expostos outra vez, poderia gerar uma condicdo de reativacao
constante da expressao de enzimas que atuam no degradoma cutaneo. Assim,
fica indicado que os animais sejam protegidos do sol, pelo menos nos periodos

do dia com maior incidéncia de radiacao solar.

CONCLUSAO

A expressdo génica da MMP1 aumenta com HERDA e normais, com
pico de expressao de 72 horas no dorso, e no ventre em até 15 dias de exposi¢cao
a radiacao solar natural, apés um periodo de 30 dias de restricdo ao sol.

A radiacado solar, nas condicbes aqui avaliadas, nédo influenciaram as
expressdes de MMP8 e MMP13, na pele de animais afetados e normais, tal qual
a MMP1, demonstrando a importancia desta colagenase no processo de
degradoma cutaneo nos animas.

Os animais afetados necessitam de protecdo da radiacédo solar, pelo

menos nos periodos de maior incidéncia diaria de radiagéo solar.
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