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RESUMO

Feridas distais em equinos apresentam cicatrizagao retardada e maior predisposi¢cao
a formacgéao de tecido de granulagdo exuberante, frequentemente associada a hipoxia
e a inflamacgao persistente. Os mecanismos epigendmicos envolvidos na cicatrizagao
dos equinos, em especial a participagdo de microRNAs (miRNAs) na regulagcédo desse
processo, ainda sao pouco compreendidos. Este estudo teve como objetivo avaliar a
expressado diferencial de miRNAs em feridas cutdneas localizadas nas regides
metacarpicas e gluteas de equinos, considerando a hipotese de que diferentes regides
anatbmicas apresentam perfis distintos de regulagao pds-transcricional. Para isso, foi
conduzido um estudo experimental controlado em equinos adultos higidos, no qual
foram induzidas feridas cutaneas padronizadas em ambas as regides, permitindo a
comparacgao entre as localizagdes. Amostras teciduais foram coletadas durante a fase
proliferativa da cicatrizagdo, submetidas a extracdo de RNA e analisadas por
microarranjo para identificagdo de miRNAs diferencialmente expressos. As
sequéncias identificadas foram posteriormente relacionadas a seus ortdlogos
humanos, possibilitando inferéncias funcionais. Observou-se um perfil distinto de
expressao de miRNAs em feridas metacarpicas em comparacgao as gluteas. Houve
maior expressado de eca-miR-205 na regido distal, enquanto eca-miR-127, eca-miR-
379, eca-miR-335, eca-miR-376¢c e eca-miR-487b apresentaram menor expressao
nessa mesma regido. Esses miRNAs estdo associados a processos como regulagao
epitelial, resposta inflamatoria, proliferacao celular e remodelagao tecidual, sugerindo
uma modulagdo pds-transcricional especifica conforme a localizagdo anatébmica da
ferida. Conclui-se que a cicatrizagdo em regides distais de equinos envolve um perfil
diferencial de miRNAs na fase proliferativa, evidenciando mecanismos moleculares
regionalmente distintos que podem contribuir para a formagao de tecido de granulagao
exuberante. Esses achados reforgam o potencial dos miRNAs como biomarcadores e

possiveis alvos terapéuticos na cicatrizacdo cutanea equina.

Palavras-chave: cicatrizacdo cutanea; equino; microRNA; tecido de granulacéo

exuberante.



ABSTRACT

Distal wounds in horses heal more slowly and are more prone to exuberant granulation
tissue formation, often linked to hypoxia and persistent inflammation. The epigenomic
mechanisms underlying equine wound healing, particularly the role of microRNAs
(miRNASs) in regulating it, remain poorly understood. This study aimed to evaluate
differential miRNA expression in cutaneous wounds of the metacarpal and gluteal
regions of horses, based on the hypothesis that these anatomical regions exhibit
distinct post-transcriptional regulatory profiles. To this end, a controlled experiment
was conducted in healthy adult horses, inducing standardized cutaneous wounds in
both regions to allow direct comparison. Tissue samples were collected during the
proliferative phase of healing, subjected to RNA extraction, and analyzed by
microarray to identify differentially expressed miRNAs. The identified sequences were
then correlated with their human orthologs to enable functional inferences. A distinct
miRNA expression profile was observed in metacarpal wounds compared to gluteal
wounds. Expression of eca-miR-205 was increased in the distal region, whereas eca-
miR-127, eca-miR-379, eca-miR-335, eca-miR-376¢c, and eca-miR-487b showed
reduced expression in the same region. These miRNAs are associated with processes
such as epithelial regulation, inflammatory response, cellular proliferation, and tissue
remodeling, suggesting specific post-transcriptional modulation by the wound's
anatomical location. It can be concluded that wound healing in the distal regions of
horses involves a distinct miRNA profile during the proliferative phase, highlighting
regionally distinct molecular mechanisms that may contribute to exuberant granulation
tissue formation. These findings reinforce the potential of miRNAs as biomarkers and

possible therapeutic targets in equine cutaneous wound healing.

Keywords: skin wound healing; equine; microRNA; exuberant granulation tissue.
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1 INTRODUGAO

Na espécie equina, € frequente a ocorréncia de lesdes traumaticas que
podem resultar em prejuizos funcionais e econdmicos significativos. Devido a sua
natureza ativa, reativa e rapida, e a participagdo desses animais em esportes e
atividades de tragao, os equinos tornam-se especialmente suscetiveis a estes traumas
(Paganela et al., 2009). A cicatrizagdo dessas feridas, especialmente nos membros
dos cavalos, € um processo complexo e desafiador, com tendéncia ao
desenvolvimento de tecido de granulagdao exuberante (TGE), que pode retardar a
cicatrizacao (Cockbill; Turner, 1995; Colahan et al., 1999; Harman; Theoret; Provost,
2018; Van De Walle, 2021).

A localizagao, extensao e tipo de lesdo, estdo diretamente relacionadas ao
local de vivéncia desses animais e as atividades realizadas (Sanchez-Casanova et al.,
2014). Além disso, as areas de maior incidéncia de feridas em equinos sao a regiao
distal dos membros, incluindo o carpo e o tarso, e o peitoral (Wilmink; Van Weeren,
2004). De modo geral, estas feridas tém sua cicatrizacdo dificultada devido a maior
contaminagao e alta mobilidade da regido, somadas aos fatores fisiolégicos, como
taxa de contracao e epitelizagao diminuidas, baixo suprimento sanguineo e auséncia
de paniculo carnoso integro em membros (Hendrickson, Virgin, 2005; Theoret,
Wilmink, 2013), podendo levar a formacao de tecido de granulagdo exuberante.

A cicatrizagdo é um processo fisioléogico no qual ocorre a reparagao da
solugdo de continuidade do tecido. Divide-se em quatro fases, que ocorrem
sobrepostas ao longo do tempo: hemostasia, inflamagao/desbridamento, proliferacéo
e maturagdo/remodelacgdo. A primeira delas, fase de hemostasia, tem inicio logo apos
a ocorréncia da lesdo, e tem o objetivo de cessar a perda de sangue (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021). A fase subsequente, desbridamento, inicia-se apds 6
horas, com aumento das células inflamatdrias (Reinke; Sorg, 2012; Harman; Theoret;
Van De Walle, 2021). A reducdo do tamanho da ferida acontece na terceira fase,
proliferativa, na qual ocorre a formacao de tecido de granulagdo envolvendo os
fibroblastos, que proliferam rapidamente (Haertel; Werner; Schafer, 2014). E, na
quarta e ultima fase, a remodelagdo, forma-se um tecido mais organizado pela
deposi¢ao e degradagédo de proteinas da MEC (Harman; Theoret; Van De Walle,
2021).
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A fibroplasia excessiva durante a cicatrizacdo espontanea €& uma
caracteristica comum a equinos e humanos. Em humanos, esse processo resulta na
formacao de queloides ou cicatrizes hipertroficas recobertas por epitélio, enquanto,
nos equinos, manifesta-se como tecido de granulagcdo exuberante ndo epitelizado,
com maior densidade vascular e aumento do numero de células inflamatorias. Além
disso, feridas localizadas na regidao metacarpica de equinos apresentam semelhancgas
marcantes com feridas humanas associadas a cicatrizagdo patoldgica, incluindo
hipoxia persistente, angiogénese estruturalmente deficiente e remodelagao
inadequada da matriz extracelular, aspectos também descritos em cicatrizes
hipertroficas e queloides (Theoret et al., 2013; Theoret, Wilmink, 2013).

Sao diversas as pesquisas quanto a tratamentos e terapias
complementares para cicatrizagdo de feridas em equinos, contudo, os estudos em
relagao as expressdes dos genes relacionados ao processo cicatricial sdo escassos.
O microarranjo € uma técnica que permite analisar o nivel de expressao génica,
determinando a quantidade de microRNAs (miRNAs) presentes, possibilitando a
analise de milhares de genes em um unico experimento. Os miRNAs participam da
regulacdo de varios processos bioldgicos por meio da inibicdo da expressdo de
proteinas (Ambros, 2004; Staszel et al., 2011), e alteragbes nos seus niveis,
relacionam-se a varias doencgas ou particularidades fisiolégicas (Hébert; De Strooper,
2009; Szabo; Bala, 2013).

Em humanos, a expressdo diferencial de miRNAs entre cicatrizes
patoldgicas e pele sadia esta bem documentada (Mulholland; Dunne; McCarthy, 2017;
Su; Han, 2024), cenario que ainda nao se encontra estabelecido em equinos, o que
reforca a necessidade de uma base de dados sdlida sobre os miRNAs envolvidos no
processo cicatricial nessa espécie. Ao longo das diferentes fases do processo
cicatricial, a expressdo de multiplos miRNAs apresenta alteracbes dinamicas,
influenciando vias relacionadas a inflamagao, a proliferacao celular, a angiogénese e
a remodelacdo da matriz extracelular. Essas alteracbes ampliam o espectro de
potenciais alvos moleculares a serem explorados em estudos, especialmente no
contexto de feridas crénicas e de cicatrizacdo dificultada, considerando a
complexidade das vias biolégicas envolvidas no reparo tecidual (Mulholland; Dunne;
McCarthy, 2017).

Dentre as técnicas disponiveis para analise do microtranscriptoma,

atualmente as mais utilizadas sao PCR, e microarranjo de expressao (Segundo-Val;
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Sanz-Lozano, 2016), sendo uma das principais ferramentas na expressdo génica
(Malone; Oliver, 2011) para o fornecimento de informagdes sobre a regulacao e fungao
dos reguladores transcricionais no reparo de feridas (Schafer; Werner, 2007). A
analise de expressao baseada em microarranjo € uma estratégia ideal para identificar
miRNAs correlacionados com vias bioldgicas da cicatrizagao (Whitfield et al., 2006).
Sendo assim, é inegavel a importancia do tema apresentado, aliada a
possibilidade de utilizar amostras que ja estiveram parafinizadas para a extragao de

RNA na determinacdo de miRNAs envolvidos na cicatrizagao de feridas em equinos.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 O processo cicatricial nos equinos

Os estudos sobre as feridas cutdneas em equinos sdo impulsionados por
interesses cientificos, clinicos e econdmicos, especialmente devido a alta ocorréncia
de feridas traumaticas, que resultam em perdas funcionais e econémicas na espécie
equina (Cockbill; Turner, 1995; Colahan et al., 1999; Provost, 2018). Os cavalos
possuem comportamento ativo e reagdes rapidas, que os predispdem a sofrer traumas
e lesdes, principalmente relacionados as atividades de esporte e tragdo e ao manejo
desses animais, podendo originar feridas (Paganela et al., 2009). O tratamento dessas
feridas tem grande impacto financeiro na industria equina (Theoret et al., 2013), e é
desafiador para o médico veterinario, que deve entender o processo de cicatrizacao e
suas fases, para melhor atuagao no tratamento (Caston, 2012; Anantama et al., 2022).

O tipo de atividade e as diferentes regides de vivéncia dos animais,
influenciam diretamente a quantidade e o tipo das lesées (Sanchez-Casanova et al.,
2014). As areas mais comumente afetadas sao a regiao distal dos membros, incluindo
carpo e tarso (Wilmink; Van Weeren, 2004), que sdo mais suscetiveis a contaminacgao,
além de serem uma regido de grande mobilidade, terem baixa taxa de contragdo e
suprimento sanguineo, relacionada a auséncia de paniculo carnoso integro,
predispondo a formagao de tecido de granulagdo exuberante (TGE) (Hendrickson,
Virgin, 2005; Theoret, Wilmink, 2013). Por estes motivos, a reparag¢ao de feridas nos
membros de equinos é frequentemente complicada, enquanto as do tronco tendem a
cicatrizar sem intercorréncias. Em um comparativo entre os valores de saturacéo de

oxigénio das feridas de membros e do tronco, as feridas dos membros apresentam
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menor saturagdo que as feridas do corpo durante o periodo inicial da cicatrizagao
(Celeste et al., 2011; Harman; Theoret; Van De Walle, 2021).

A cicatrizagdo nada mais € do que um processo fisioldgico que se inicia
com a perda de integridade do tecido, gerando uma solugdo de continuidade que
atinge os planos subjacentes em diversos graus e depende de uma série de reagdes
quimicas. Normalmente é dividida em quatro fases: hemostasia,
inflamacao/desbridamento, proliferacdo e maturacao/remodelacdo, as quais se
sobrepéem com o transcorrer do tempo, e variam quanto a duragao e intensidade,
segundo a espécie, localizagao, disposicao anatébmica, e tamanho da ferida (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021), sendo que qualquer situagao que prolongue ou impeca
a conclusdo de uma dessas fases, prejudica o processo (Caston, 2012).

A hemostasia tem por objetivo cessar a perda de sangue, concentrando
fatores de crescimento, que contribuem para a cicatrizacdo de feridas. Inicia-se
imediatamente apds a lesdo, promovendo vasoconstricao e coagulagédo, (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021). Fisiologicamente, parte da formag¢do do denominado
trombo branco se deve a deposicdo de plaquetas, sendo estas suas principais
componentes. Apos a infiltracdo de fibrina, a area € modificada em um trombo
fibrinoso, que captura eritrocitos, originando o trombo vermelho, responsavel pela
oclusao do vaso sanguineo rompido (Reinke; Sorg, 2012). O coagulo funciona como
uma barreira protetora, que impede a entrada de patdgenos externos e evita o
ressecamento da ferida. E também um reservatério de citocinas e fatores de
crescimento, servindo como matriz temporaria (Haertel; Werner; Schafer, 2014).

Ainda durante a hemostasia, inicia-se a fase inflamatéria (desbridamento),
que atrai a infiltracdo de células que controlam a contaminacdo, pois secretam
citocinas e fatores de crescimento, os quais induzem a terceira fase. A proliferacao
inicia-se com o recrutamento de neutrofilos, responsaveis pela fagocitose e pela
secrecao de proteases, eliminando patégenos e degradando tecidos necroticos
(Reinke; Sorg, 2012; Harman; Theoret; Van De Walle, 2021).

Os macréfagos, essenciais para o0 processo de cicatrizagdo, sao
reprogramados de M1 para o M2. O primeiro, associado a fagocitose, e o segundo,
responsavel pela fagocitose de neutrofilos, bactérias e dentritos celulares, pela sintese
de mediadores anti-inflamatérios e pela produ¢ado da matriz extracelular (MEC), no
inicio da proliferagao fibroblastica e de processos angiogénicos. Esta modificagao

marca o fim da fase inflamatéria (Sorg et al., 2017).
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Durante a fase proliferativa, as células migram das margens da ferida,
objetivando o seu fechamento, ativando varios fatores cicatriciais, como o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o
fator de crescimento transformador beta 1 (TGFB-1). E nessa fase também que ocorre
a formacéao de tecido de granulagao de aspecto granular, que envolve os fibroblastos,
proliferando rapidamente (Haertel, Werner; Schafer, 2014). Estas células substituem
a matriz proviséria inicialmente formada, secretando colageno. Apds a deposicéo
dessa matriz, a sintese proteica cessa e os fibroblastos sofrem apoptose ou
diferenciam-se em miofibroblastos, adquirindo caracteristicas de musculo liso e
contribuindo para a contragao da ferida (Theoret, 2005; Harman; Theoret; Van De
Walle, 2021).

Durante a ultima fase, a maturagdo ou remodelagao, forma-se um tecido
mais organizado pela deposicdo e degradacdo de proteinas da MEC (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021). O hialuronato da MEC é substituido por colageno tipo
I, fornecendo gradualmente resisténcia a tragdo da ferida. Ocorre a liberagdo de
enzimas proteoliticas nas células da ferida, que degradam os colagenos desnaturados
e atacam também as membranas basais, promovendo o equilibrio entre a formacao e
a degradacéo de colageno durante esta fase. Qualquer desequilibrio durante esta
fase, proporciona uma resolugao anormal da ferida (Theoret, 2005).

A cicatrizagao relaciona-se diretamente com a composicao e reparagao da
pele, o maior érgédo do corpo, que cobre toda a sua superficie externa. A pele é
composta por trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (Yousef et al, 2024).
E a primeira barreira do corpo, promovendo protecdo contra perda de agua e contra
acgdes externas, fornecendo regulacéo de temperatura, percepg¢ao sensorial e barreira
protetora dos raios solares através da pigmentacdo (Talukdar; Calhoun; Stinson,
1972; Matejuk, 2018; Lindgren et al., 2020).

A epiderme, camada mais externa, possui de quatro a cinco camadas nos
humanos e, nos equinos, de cinco a sete camadas de células (Harman; Theoret; Van
De Walle, 2021) que variam de espessura de acordo com a regido (Egawa;
Kabashima, 2011; Lindgren et al., 2020).

A derme é composta principalmente de tecido conjuntivo, que compde uma
malha de fibras de elastina e colageno, o que |he garante forca e elasticidade
(Talukdar; Calhoun; Stinson, 1972; Lindgren et al., 2020), abrigando glandulas

sudoriparas, musculo, neurdnios sensoriais, vasos e foliculos pilosos (Yousef et al.,
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2024), esparsos nos humanos, e densamente distribuidos em equinos (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021).

A hipoderme é a camada mais profunda da pele, consistindo basicamente
em tecido adiposo e conjuntivo, além de alguns apéndices da pele, como foliculos
pilosos, neurbnios sensoriais e vasos sanguineos (Harman; Theoret; Van De Walle,
2021; Yousef et al., 2024).

Abaixo da hipoderme, existe uma camada de musculo estriado, o
panniculus carnosus, que nos humanos e equinos se apresenta rompido, (Harman;
Theoret; Van De Walle, 2021) fazendo com que o processo de cicatrizacdo ocorra
majoritariamente por epitelizacdo, diferentemente das outras espécies, que o
possuem integralmente, e apresentam cicatrizagéo por contragédo (Theoret, Wilmink,
2013).

O fechamento das feridas, de maneira geral, pode ser classificado em
primeira intencao, ou seja, ferida fechada com suturas, e em segunda intengao, ou
seja, ferida aberta. O seu tratamento deve considerar o suprimento vascular da regiéo,
o grau de contaminacéo da ferida, a viabilidade e a disponibilidade de tecido e a fase
da cicatrizagao na qual se encontra. Fatores como temperamento, higidez e estado
nutricional do animal podem influenciar o reparo tecidual (Hendrickson, Virgin, 2005;
Theoret, Wilmink, 2013).

Apesar de ser a melhor op¢do, na maioria das vezes, o fechamento por
primeira intengcao nao é possivel e, quando realizado, pode nao ser bem-sucedido, em
decorréncia da perda significativa de tecido, tensdo excessiva da pele, contaminacgao
local ou do longo tempo decorrido desde o trauma (Theoret et al., 2013). Na reparagao
por segunda intengdo, que ocorre por granulagao, o maior desafio esta no controle da
exuberancia do tecido (Dahlgren, 2018), sendo também desafiadora a elaboragao de
protocolos de tratamento (Harman; Theoret; Van De Walle, 2021), os quais tém como
objetivo reduzir a dor local, impedir a hemorragia, promover prote¢cao da area afetada

e propiciar um meio para a completa reparagao tecidual (Ribas et al., 2005).
1.1.2 O equino como modelo de cicatrizagao patolégica
A cicatrizagao de feridas € um processo multifatorial e complexo, e por este

motivo, ainda n&o ha conhecimento sobre o mecanismo exato que leva a formacéo do

TGE nos equinos. Sendo assim, a padronizacdo de terapias para o tratamento de
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feridas exuberantes pode se tornar um problema, pois 0 processo de cicatrizagao
dessas areas exige uma avaliagao especifica e delicada para cada ferida, buscando
um equilibrio entre a inflamacdo, a remodelagéo e a angiogénese (Anantama et al.,
2022).

O TGE difere do tecido de granulacdo liso e saudavel fisiolégico,
apresentando-se com a superficie rugosa, irregular, frequentemente com fendas e
exudato, e €& extremamente proliferativo, com fibras colagenosas mal orientadas,
formando um tecido acima do nivel da pele adjacente (Jacobs et al., 1984; Schwartz
et al., 2002). Sugere-se que os equinos desenvolvem o TGE, devido a uma resposta
inflamatdria intensa, com o retardo inicial no influxo de leucécitos, e a produgao de
fibroblastos mesmo apds o completo preenchimento da ferida por tecido de
granulacao, formando-o em excesso (Wilmink; Van Weeren, 2004).

A apresentacdo clinica do tecido de granulagdo exuberante, é
notavelmente semelhante a observada em queloides e cicatrizes hipertréficas
humanas, embora de forma mais exacerbada nos equinos. Enquanto os queloides
humanos geralmente se desenvolvem apds a reepitelizagdo completa, o TGE
caracteriza-se por atraso ou falha nessa fase (Harman; Theoret; Van De Walle, 2021).
Ambas as condi¢gées compartilham caracteristicas fisiopatoldgicas e histopatoldgicas,
incluindo a persisténcia da fase proliferativa, angiogénese desorganizada e
remodelagdo inadequada da matriz extracelular, culminando em cicatrizagao
patologica (Theoret et al., 2013; Theoret, Wilmink, 2013; Ud-Din; Bayat, 2014). Em
equinos, especialmente em feridas localizadas nos membros, esses mecanismos
resultam na formacéao de tecido de granulagao exuberante, reforcando o potencial do
equino como modelo experimental relevante para o estudo de feridas humanas
complicadas (Theoret et al., 2013).

Estudos demonstraram que, durante o periodo inicial da cicatrizagao,
feridas nos membros de equinos apresentam saturagao de oxigénio significativamente
reduzida quando comparadas a feridas corporais, caracterizando um estado de
hipéxia temporaria na fase inflamatéria (Theoret, Wilmink, 2013). Ensaios in vitro
evidenciaram que a hipdxia estimula significativamente a proliferacao celular, e que
fibroblastos oriundos de diferentes regides anatdémicas apresentam comportamento
semelhante, indicando que a formagédo de tecido de granulagcdo exuberante nao
depende de propriedades intrinsecas dessas células, mas sim do microambiente local
da ferida (Theoret, Wilmink, 2013).
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A hipoxia pré-existente promove um feedback positivo de citocinas
angiogénicas e fibrogénicas, estimulando angiogénese desorganizada e disturbios
fibroproliferativos, culminando na formac&o persistente de tecido de granulagéo
exuberante (Theoret, Wilmink, 2013). Embora esse tecido seja caracterizado pela
abundancia de vasos sanguineos, esses vasos apresentam qualidade estrutural e
funcional reduzida, comprometendo a perfusdo tecidual e perpetuando o estado
hipoxico (Lepault et al., 2005; Anantama et al., 2022).

Assim, as particularidades da cicatrizacdo em membros de equinos,
associadas a hipdxia tecidual, angiogénese desorganizada, persisténcia da fase
proliferativa e formacgao de tecido de granulacdo exuberante, apresentam importantes
semelhangas com disturbios fibroproliferativos humanos, reforcando a relevancia do
equino como modelo experimental para o estudo dos mecanismos envolvidos na
cicatrizacao patologica e para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas
(Theoret et al., 2013; Theoret, Wilmink, 2013; Ud-Din; Bayat, 2014).

1.1.3 miRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de RNA ndo-codantes,
cuja principal funcao é a regulacao pds-transcricional da expressao génica. Atuam por
meio da ligacdo complementar as regides ndo traduzidas (UTRs) de RNAs
mensageiros, promovendo a repressao da traduc¢ao ou a degradagao do mRNA-alvo.
S&o compostos por aproximadamente 20-24 nucleotideos, e fazem parte da regulagéo
de diversos processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo inflamacéao, proliferagcao
celular, angiogénese e remodelagao da matriz extracelular, etapas fundamentais para
a progressao do reparo tecidual (Ambros, 2004; Banerjee; Chan; Sen, 2011; Staszel
et al., 2011; Mulholland; Dunne; McCarthy, 2017).

Foram inicialmente descritos nas plaquetas, eritrocitos e células
sanguineas nucleadas (Carella et al., 2017; Hollis; Starley, 2018) e sao estaveis sob
diversas condi¢des. Estudos sugerem que, estes miRNAs circulatorios sdo protegidos
contra a degradacgdo circulatéria, sendo envoltos em microvesiculas e corpos
apoptaticos, como os exossomos, ou ainda podem se associar a proteinas de ligagao
do RNA, ou complexos de lipoproteinas, que auxiliam a evitar a degradagao (Valadi
et al., 2007; Arroyo et al., 2011; Creemers; Tijsen; Pinto, 2012).
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O miRNA regula a expressao do gene através da ligagao a regido UTR do
MRNA, promovendo a inibicao da sintese proteica, ou a degradacao da fita de mRNA
(Banerjee; Chan; Sen, 2011). Niveis alterados de miRNAs, podem estar relacionados
a varias alteragdes fisioldgicas, como na formacao de tecido e cicatrizagao de feridas,
ou patoldégicas, como canceres e doencgas autoimunes, modulando diversas vias
celulares (Hébert; De Strooper, 2009; Szabo; Bala, 2013; Santos, 2022; Hamza et al.,
2023). Ainda, nas células, os miRNA desempenham um papel importante na
regulagédo da expressao génica e no controle de varios processos, como metabolismo,
proliferacdo celular, diferenciacéo celular e apoptose (Banerjee; Chan; Sen, 2011),
podendo também ser utilizados como biomarcadores para monitorar as respostas a
terapias (Hamza et al., 2023).

Durante o processo cicatricial, a expressdo de miRNAs apresenta
comportamento dinamico e fase-dependente, refletindo a necessidade de controle fino
das vias moleculares envolvidas na transi¢ao entre as fases inflamatéria, proliferativa
e de remodelacdo. Alteracbes nesse padrdo de expressao tém sido associadas a
cicatrizagédo prejudicada e a formacado de cicatrizes patoldgicas, tanto em modelos
experimentais quanto em tecidos humanos (Mulholland; Dunne; McCarthy, 2017; Su;
Han, 2024). Em humanos, perfis especificos de miRNAs ja foram descritos em
cicatrizes hipertréficas e queloides, evidenciando a relevancia desses reguladores na
modulagao do reparo cutaneo (Su; Han, 2024).

Em equinos, entretanto, apesar da reconhecida complexidade do processo
cicatricial, especialmente em feridas localizadas nos membros, ainda ndo existem
relatos consolidados na literatura que confirmem a expressao de miRNAs diretamente
associados a cicatrizacdo cutanea e subcutanea. Essa lacuna contrasta com o amplo
conhecimento existente em humanos e reforga a necessidade de investigagbes que
estabelegcam uma base molecular sdélida para o papel dos miRNAs na cicatrizagao
equina (Mulholland; Dunne; McCarthy, 2017).

Estudos realizados em 2014 identificaram 292 miRNAs conhecidos e 329
novos miRNAs em tecidos equinos normais, por meio de tecnologia NGS (lllumina
high-throughput NGS technology). Esse estudo corrobora a formagao de bancos de
dados de miRNAs de equinos, fornecendo dados e auxiliando na identificacao de
genes especificos de cavalos, que podem aumentar a probabilidade de

desenvolvimento de novas patologias ou alteragdes fisioldgicas nesses animais,
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justificando determinadas doencgas ou comportamentos teciduais, como ocorre no
TGE (Kim et al., 2014).

A elaboracdo de um acervo rico sobre os miRNAs ja conhecidos dos
equinos e estudos que auxiliem na determinacdo de novos, assumem a importancia
de fornecer informacgdes precisas sobre a expressao génica de determinado miRNA,
podendo controlar varias vias, incluindo tempo de desenvolvimento, hematopoiese,
organogénese, apoptose, proliferacdo celular e tumorigénese (Van Der Kolk;
Pacholewska; Gerber, 2015). Mesmo que os dados disponiveis sobre a expressao de
mMiRNAs sejam limitados, a analise de miRNAs pode ser uma ferramenta promissora
para determinar a sensibilidade de tumores a quimioterapicos e a farmacos.

Diversos miRNAs apresentam alto grau de conservagao evolutiva entre as
espécies, permitindo o uso de ortdlogos humanos como referéncia para a
interpretacdo funcional dos miRNAs identificados em equinos. Essa conservagao
funcional possibilita inferéncias baseadas em evidéncias obtidas em modelos
humanos, desde que se considerem as particularidades fisioldgicas e anatdémicas da
espeécie equina, especialmente no que se refere ao microambiente das feridas
cutaneas (Berezikov, 2011).

Wang et al. (2025), ao estudarem tecidos de queimaduras e queloides,
identificaram mais de 1400 miRNAs funcionalmente relevantes associados a
regulacdo de vias relacionadas a fibroplasia, a angiogénese e a remodelagao da
matriz extracelular. Essa abordagem sistémica evidenciou que a cicatrizagado
patologica ndo resulta da acao isolada de um unico miRNA, mas da desregulacao
coordenada de redes regulatérias complexas (Wang et al., 2025), sustentando dados
que também corroboram analises em outras espécies, como 0s equinos.

Neste contexto, diversos miRNAs como miR-127, miR-379, miR-376¢ ja
foram descritos em analises da expressao génica global em equinos por meio de
avaliagbes comparativas entre espécies (Zhou et al., 2009), além de terem sido
descritos na literatura como moduladores de genes envolvidos na proliferagéo celular,
progressao do ciclo celular, atividade de metaloproteinases e controle da angiogénese
(Chen et al., 2013; Wang et al., 2014; Feng et al., 2015; Wei et al., 2019). O miR-205,
por sua vez, destaca-se por participar da modulacédo da expressao de VEGF-A e da
via PI3K/AKT (via de sinalizagdo intracelular) por meio da regulagdo do gene

supressor tumoral homaologo de fosfatase e tensina (PTEN), influenciando processos
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de angiogénese e sobrevivéncia celular (Song; Salmena; Pandolfi, 2012; Jang et al.,
2016; Liu et al., 2021).

Devido a escassez de dados, € valido ressaltar a importancia de novos
estudos e de estimulos a pesquisa em miRNAs para o desenvolvimento de bancos de
dados mais ricos. O potencial de utilizagao dos miRNAs para tratamento de doencgas
através da sua manipulacao terapéutica e a progressdo do seu uso na medicina
humana em ensaios clinicos, somados a estabilidade dos miRNAs em amostras
diagnosticas, e a obtengdo de amostras de forma n&o invasiva, sugerem a utilizagao
dos miRNAs para fins diagndsticos como uma meta realista de longo prazo (Hollis;
Starley, 2018).

1.1.4 A tecnologia do microarranjo

O microarranjo € uma técnica que permite analisar o nivel de expressao
relativa de um gene, determinando a quantidade de RNA mensageiro (mMRNA) e de
microRNAs (miRNA) presentes por meio de hibridizagdo molecular. Trata-se de uma
analise rapida e eficiente da expressdo génica, uma ferramenta muito precisa nos
estudos biomoleculares, que possibilita a avaliagao de milhares de genes em um unico
experimento (Christie, 2005; Garrido; Garcia-Herrero; Meseguer, 2013; Behzadi;
Ranjbar, 2019). A anélise da expressédo baseada em microarranjo identifica miRNAs
candidatos que se correlacionam com vias bioldgicas, gerando registros moleculares
especificos de estados de doencga (Whitfield et al., 2006).

A transcriptdémica € o estudo do pool de mMRNA expresso em uma célula em
um determinado momento sob determinadas condi¢cdes (Garrido; Garcia-Herrero;
Meseguer, 2013) de tal forma que essa tecnologia permite definir simultaneamente a
quantidade de RNA mensageiro de milhares de genes, mudando drasticamente o
formato das pesquisas (Whitfield et al., 2006). Além disso, o microarranjo permite
detectar uma imagem instantdnea do perfil de expressao génica de todo o genoma
em diferentes grupos, momentos e tecidos (Plomin; Schalkwyk, 2007).

A tecnologia mencionada baseia-se na hibridizagdo (unido de cadeias de
RNA complementares), o que permite identificar sequéncias especificas de
nucleotideos. O microarranjo utiliza um filtro de membrana que seleciona genes,
permitindo detectar todos os transcritos de mRNA simultaneamente, o que se refere

ao conjunto total de RNA mensageiro presente em uma célula ou tecido (chamado de
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transcriptoma). Sobre uma superficie sdlida, sao fixadas diversas sequéncias de RNA
unicas, o que possibilita a analise de dezenas de milhares de genes simultaneamente
(Tao et al., 2017). Ao longo do tempo, com a evolugao desta tecnologia, foi possivel a
detecgdo de ndo apenas mRNAs, mas também a analise de RNAs n&o codificantes,
como miRNAs, que regulam a expressao génica, € RNAs nao codificantes longos, que
tém funcbes regulatérias e estruturais nas células (Weaver; Gopalakrishnan; Joe,
2017).

Utilizando a técnica de microarranjo, a “expressao diferencial” compara
duas condigdes, identificando mMRNAs, miRNAs e genes relacionados, a fim de
compreender suas funcdes. E possivel também identificar vias biolégicas afetadas
pelos niveis de expressao de um determinado gene, bem como o sucesso de terapias,
e abordar questdes relacionadas ao fenétipo de uma doencga especifica, fornecendo
informacdes referentes aos processos bioldgicos envolvidos, possibilitando identificar
biomarcadores para o estabelecimento de diagndstico ou prognéstico (Li, 2012; Tao
et al., 2017). O perfil de miRNAs baseado em microarranjo € uma metodologia
eficiente para rastrear, de forma paralela, a expressdo de um grande numero de
miRNAs (Miska et al., 2004).

Para a realizagdo da técnica é utilizada um chip de silicone contendo
sondas de oligonucleotideos (pequeno fragmento de DNA de fita simples especifico
para um gene), DNA ou DNA complementar (cDNA), ancoradas de forma organizada
em um determinado local (spots), de forma que um “alvo” dessa sonda é uma amostra
de acido nucleico livre, ou seja, fragmentos de mRNA complementar das amostras,
sendo fragmentos corados com fluorescéncia para deteccao (Christie, 2005).

Posteriormente, a imagem é interpretada segundo a intensidade e
localizagdo dessa fluorescéncia, relacionada a expressdo de mRNAs individuais,
fornecendo, portanto, uma visdo global das mudangas nos padrdes de expressao
génica em resposta a alteragdes fisioldgicas ou manipulagdo de reguladores
transcricionais. Ainda, com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, é possivel
interpretar os resultados com base no conhecimento molecular atual e de bancos de
dados, incluindo listas de componentes celulares, processos bioldgicos, fungdes
moleculares e vias metabdlicas que apresentam um numero significativo de genes
regulados positivamente e negativamente (Garrido; Garcia-Herrero; Meseguer, 2013).

Dentre as ferramentas visuais uteis, o grafico de vulcado exibe os sinais

padronizados e nao padronizados do nivel de ruido relativos a expressao diferencial



28

dos niveis de miRNA e pode incorporar outras informagdes, como anotagbes de
genes, facilitando a geragao de hipéteses (Li, 2012).

Destaca-se a possibilidade de obter milhares de conjuntos de genes a partir
de uma pequena amostra com a técnica de microarranjo, com estimativa de erro dos
dados igual a zero (Dougherty, 2001), sendo muitas vezes o niumero de amostras
entre duas e cinco (Git et al., 2010; Das et al., 2013; Shahandeh et al., 2016).

A possibilidade de produzir, com uma pequena amostra, milhares de
conjuntos de genes com alta robustez, € uma das principais vantagens desta técnica
(Dougherty, 2001). Além disso, ao longo dos anos, sua tecnologia estabeleceu uma
série de medidas de controle de qualidade para melhorar a reprodutibilidade e a
precisdo dos dados produzidos (Marzancola; Sedighi; Li, 2016).

As limitagbes dessa técnica incluem os custos e 0 acesso, principalmente
para tipos de amostras nao convencionais (Krizkova et al., 2016): faixa dinadmica de
deteccao limitada nao sendo adequado para estudos com expressédo de genes muito
baixa ou muito alta; possibilidade de pesquisar apenas sequéncias gendmicas
conhecidas sendo que novas transcricdes ndo sdo detectadas; comparacao entre
experimentos com diferentes niveis de expressdo exige métodos de normalizagao
complexos; ocorréncia de hibridizagdo cruzada entre genes de sequéncia
semelhantes, e a necessidade de validagdo (Segundo-Val; Sanz-Lozano, 2016).

A automacao do ensaio e as novas ferramentas de bioinformatica tornam o
microarranjo uma tecnologia robusta para o diagnostico molecular (Liu et al., 2008). A
principal desvantagem do microarranjo € que esta técnica possui uma especificidade
mais baixa que o sequenciamento de RNA (alta precisao e sensibilidade), e ndo pode

ser utilizada para determinar a quantificacado absoluta (Li, 2012).
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1.2 OBJETIVOS E HIPOTESES

Acredita-se que ha distintos miRNAs que regulam o processo cicatricial em
diferentes partes do corpo do equino, auxiliando ou prejudicando esse processo
nessas regides.

Com este estudo, objetivou-se determinar a expressao diferencial de
miRNAs em feridas, a partir de amostras fixadas em formalina e embebidas em

parafina (FFEP) de feridas experimentais metacarpicas e gluteas de equinos.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos de confecgéo das feridas cirurgicas, coleta das bidpsias
e acompanhamento clinico dos animais, foram conduzidos previamente no ambito do
projeto FAPESP n° 2012/11954-2, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da instituicdo. As analises laboratoriais, extragdo, quantificagdo e
qualificagdo do mRNA, bem como a realizagdo do microarranjo, também foram
realizadas em pesquisa anterior. Na presente pesquisa, ndo foram realizados novos
procedimentos experimentais em animais, sendo utilizados dados e resultados obtidos
anteriormente para novas analises e interpretagcbes dos mecanismos biologicos

investigados.

2.1.1 Animais

Foram utilizadas biopsias coletadas, fixadas em formalina, embebidas em
parafina e armazenadas por 5 anos em blocos parafinados.

As amostras foram obtidas de quatro equinos sem raca definida (SRD),
sendo duas fémeas e dois machos, adultos e higidos. Para se adaptarem ao ambiente,
0s animais permaneceram em baias por 15 dias, com regime alimentar padronizado:
ragao comercial (1,5% do peso corpdreo), feno de Coast cross e agua a vontade. O
estado clinico de cada animal foi confirmado por exames clinicos e laboratoriais.
Ainda neste periodo, os animais foram desverminados com ivermectina via oral
(1,5mg/100kg de peso).

Antes do procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a jejum
hidrico e alimentar de seis e 12 horas, respectivamente. A fim de reduzir a
possibilidade de infecgado associada a danos aos foliculos pilosos, a tricotomia dos
locais a serem trabalhados foi realizada com 12 horas de antecedéncia em relagao ao
procedimento cirurgico.

Contidos em tronco para equinos, os animais receberam cloridrato de
xilazina (0,5 mg/kg, IV) pela via intravenosa. Apos antissepsia local com solugédo de
alcool iodado a 5%, realizou-se a aplicacao de anestesia local infiltrativa com cloridrato

de lidocaina a 2%, sem vasoconstritor, ao redor do local a ser incisado — 5 mL
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aplicados em leque. Posteriormente, realizou-se nova antissepsia com iodopovidona
solugéao tépica a 1% e alcool 70% nas regides previamente tricotomizadas (regiao
glutea e lateral do metacarpo). Duas feridas cirurgicas foram realizadas em cada
cavalo: uma sobre a regido glutea do antimero direito, posicionada caudalmente a
regidao lombar e a aproximadamente 10 cm ventralmente a linha média dorsal, e outra
na regido da face lateral do membro toracico direito, localizada na regidao metacarpica,
entre as articulagbes do carpo e do boleto (Figuras 1). As feridas foram
confeccionadas com o auxilio de bisturi de 1amina n° 24 (Figuras 2A e 3A) e de um
molde quadrangular de material esterilizavel com 2 cm de lado (Figura 2A), realizando-
se excisdao em profundidade suficiente para incluir a pele e o tecido subcuténeo

(Figuras 2 e 3).

Figura 1 - Visdo esquematica das feridas cirurgicas realizadas em cada cavalo: uma
sobre a regiao glutea do antimero direito, posicionada caudalmente a regido lombar e
a aproximadamente 10 cm ventralmente a linha média dorsal, e outra na regiao da
face lateral do membro toracico direito, localizada na regido metacarpica, entre as
articulagdes do carpo e do boleto

VISTA LATERAL DIREITA VISTA DORSAL

Ferida 1 - Sobre a regido glutea

do antimero direito, posicionada
caudalmente a regido lombar e a
aproximadamente 10 cm

ventralmente a linha média dorsal

Ferida 2 — Sobre a face lateral do
membro toracico direito,
localizada na regido metacarpica,
entre as articulagdes do carpo e
do boleto

[ Ferida cirargica ] [ Linha média dorsal ]

Fonte: Elaborado pela autora, com auxilio de inteligéncia artificial (ChatGPT/OpenAl), a partir de
adaptagao propria.
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Figura 2 - Imagem fotografica da confeccao de ferida experimental em regiao glutea.

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (A e B) Ferida confeccionada com o auxilio de um bisturi, com profundidade de exciséo
incluindo pele e tecido subcutaneo; (C) Ferida experimental apos a excisao.

Figura 3 - Imagem fotografica da confeccdo de ferida experimental em membro
toracico direito.

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: (A) Ferida confeccionada com o auxilio de um bisturi, com profundidade de excis&o incluindo
pele e tecido subcutaneo; (B) Ferida experimental apds a excisao.

Com intuito de controlar edema e dor local, todos os animais receberam
fenilbutazona (4,4 mg /kg, por via intravenosa) a cada 24 horas durante 3 dias e foram
diariamente avaliados até o final do experimento, com afericdo das frequéncias
cardiacas e respiratorias, coloragdo das mucosas aparentes, temperatura retal,
motilidade intestinal, tempo de preenchimento capilar (TPC), atitude e apetite. O
tratamento das feridas teve inicio 12 horas apds a incisao cirurgica, com aplicagéo
diaria de solugao fisiolégica estéril a 0,9%, seguida de compressdo com ataduras de

crepe sobre gazes estéreis até a cicatrizagao completa das feridas.
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As bidpsias foram realizadas 21 dias ap6s o procedimento cirurgico, com o
auxilio de um “punch” dermatolégico de 6 mm de diametro, que foi introduzido na
borda da ferida e no tecido sadio adjacente. Para as coletas, os animais foram
novamente sedados com cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg, 1V) e foi realizada anestesia
local infiltrativa com lidocaina a 2% sem vasoconstritor — 3mL aplicados no local da
coleta da bidpsia. Foram coletadas, ao todo, 8 amostras, sendo duas de cada animal:
uma da ferida na regido glutea e outra na regido metacarpica. As amostras foram

processadas rotineiramente para inclusdo em parafina.

2.1.2 Analises laboratoriais

As analises foram realizadas nos Laboratérios de Endotoxemia e
Enfermidades de Grandes Animais (LEEGA) e de Biologia Molecular e Cicatrizagcao
(BIOCELL) do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reprodugdo Animal (DCCRA) e
Laboratério de Epigendmica do Departamento de Apoio, Producédo e Saude Animal
(DAPSA) da Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba (FMVA).

2.1.3 Desparafinizacao e extracao de RNA

As extragdes de RNA das amostras parafinadas (FFEP) foram realizadas
conforme o método modificado por Belder et al. (2016).

Utilizando-se um micrétomo convencional (Leica RM2125), foram obtidos
cortes histolégicos de 10 ym de espessura a partir dos blocos parafinados e, a fim de
evitar contaminagao entre as amostras, utilizou-se uma nova navalha para cada bloco.
Na realizagao dos procedimentos, foram utilizadas luvas nitrilicas descartaveis e livres
de po, ponteiras e microtubos livres de degradacdo do RNA por ribonucleases
(RNAse), e as bancadas e os instrumentos foram borrifados com a solugao RNaseZap
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) antes de cada reacéo.

Foram obtidos, em média, cinco cortes de 10 um de espessura a partir de
cada amostra. Os cortes foram acondicionados em placas de Petri estéreis para
posterior analise ao microscopio, com o objetivo de remover o maximo possivel de
parafina (bordas) de cada corte. Posteriormente, foram colocados em um cadinho
esterilizado e livre de RNA e foi adicionada aproximadamente 1 mL de nitrogénio

liquido, seguida de maceragao para melhor desparafinizagdo das amostras.
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Cada amostra macerada foi acondicionada em um tubo Falcon de 15 mL,
e foram adicionados 5 mL de xileno, aguardando-se 10 minutos e, posteriormente, foi
retirado o sobrenadante por duas vezes. Os pelletes foram transferidos para
microtubos de 2 mL e, em cada, foram adicionados 1,5 mL de etanol a 100% para
biologia molecular. Ap6s 5 minutos, os microtubos foram centrifugados por 2 minutos
a 14.000 rpm e a temperatura de 25°C. Posteriormente, retirou-se o0 sobrenadante
para descarte e adicionou-se novamente 1,5 mL de etanol a 100%, centrifugando-se
e retirando-se o sobrenadante. Os microtubos foram deixados abertos até a secagem
dos pelletes.

Na sequéncia, foi realizada a extracdo do RNA com o Kit Qiagen RNeasy
FFPE, de acordo com as instrugdes do fabricante, que consistem basicamente na
digestdo com proteinase K (para remover as ligagdes cruzadas entre o RNA e as

proteinas), isolamento do RNA, incubacdo com DNAse e purificacdo do RNA.

2.1.4 Quantificagcao das amostras RNA pelo Nanodrop®

A quantificagdo de RNA foi realizada por espectrofotometria no Nanodrop®,
sendo a concentragao calculada pela formula: [RNA] = A260 x Fc x Fd, obtendo-se o
resultado em ng. pL-1. A260 corresponde a absorbancia da amostra no comprimento
de onda de 260 nm; Fc corresponde ao fator de conversao, que, para RNA, é 40; Fd
corresponde ao fator de diluicdo da amostra de leitura. A qualidade do RNA foi

analisada com base na razao da absorbancia A260nm / A280nm.
2.1.5 Qualidade do RNA pelo Byoanalyzer®

O kit RNA 600 Nano foi utilizado para mensurar a qualidade do RNA por
eletroforese capilar no Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). A métrica
DV2o00 foi usada para calcular a porcentagem de fragmentos de RNA com tamanho >
200 nucleotideos.

2.1.6 Microarranjo para analise do Microtranscriptoma (miRNA)

O microarranjo foi conduzido apds a padronizagao de quantidade de RNA

total entre as amostras, de acordo com as instrucbes do fabricante. A analise
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transcriptdmica realizada utilizando os strips Affymetrix® miRNA 4.1 Array Strip
(Affymetrix®, Santa Clara, CA, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Este ensaio
permite a analise global do microtranscriptoma da espécie (RNAs n&o-codificadores).

As amostras foram marcadas com o kit “FlashTag™ Biotin HSR RNA
Labeling Kits” (Thermo Fisher Scientific®)’, e hibridizadas em strips com o kit
“GeneAtlas® Hybridization, Wash, and Stain Kit for miRNA Arrays” (Affymetrix®, Santa
Clara, CA, EUA) durante 20 horas a 48°C no equipamento “AccuBlock™ Digital Dry
Bath” (Labnet International, Inc., Nova Jersey, EUA). Em seguida, os strips foram
lavados e escaneados no equipamento “GeneAtlas Affymetrix®” (Affymetrix®, Santa
Clara, CA, EUA). Nesta foramanalise, nesta utilizados os 354 miRNAs ja anotados
para a espécie equina (Equus caballus), presentes no “Affymetrix® miRNA 4.1 Array
Strip”.

2.1.7 Analise estatistica

A analise de expresséo diferencial de miRNAs foi realizada no software
Transcriptome Analysis Console® (TAC, versao 4.1), desenvolvido pela Thermo Fisher
Scientific®. Este ambiente computacional permite a anadlise estatistica de dados
provenientes de plataformas de microarrays da Affymetrix®/Applied Biosystems™.

As amostras foram divididas em dois grupos: Metacarpo (GM) e Regiao
Glutea (GG), obtendo-se os resultados pela relagéo de expressédo do Grupo Metacarpo
em relagdo ao Grupo Regido Glutea. Os dados de expressdo foram previamente
normalizados no proprio ambiente do TAC, conforme o algoritmo recomendado para a
plataforma utilizada. A inferéncia estatistica foi realizada por meio de uma analise de
variancia (ANOVA), com moderacado empirica da variancia residual por meio do método
empirical Bayes (eBayes), integrado ao algoritmo interno do TAC para experimentos com
multiplos grupos ou comparacdes pareadas.

A significancia foi determinada com base nos valores de p gerados para cada
miRNA, considerando diferencialmente expressos os miRNAs com p < 0,05; fold change
< -2 ou > +2, e DABG < 0,05. A “Probeset” (exon) foi considerada expressa quando =
50% das amostras apresentaram valores de DABG abaixo do limiar. Todos os
procedimentos foram executados conforme as diretrizes e recomendagdes técnicas da

Thermo Fisher Scientific® para analise de arrays de miRNA no TAC.
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Visto a escassez de bancos de dados contendo o genoma de referéncia
equino, utilizou-se, para predicao de alvos, o ortdlogo humano do eca-miRNA. A
sequéncia de nucleotideos do miRNA, bem como os ortélogos humanos, foram
obtidos através da plataforma online “miRBase” (http://www.mirbase.org/cgi-
bin/mirna_entry.pl?acc=MI10012682).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 RESULTADOS

Foram identificados seis miRNAs diferencialmente expressos nas amostras
teciduais dos equinos do Grupo Metacarpo quando comparadas ao Grupo Regiao
Glutea (Figura 4).

Figura 1 - Grafico de expressao (fold change x valor de p) do microarranjo das
amostras de tecido de equinos dos Grupos Metacarpo (GM) e Regido Glutea
(GG).

P-val vs Fold Change

Eca-miR-127

R
: Eca-miR-335
Eca""'R'sm. ) Eca-miR-205
*] ¢ b ] J
f :
Eca-miR-376¢ )
Eca-miR-487b
-5,28 -3,48 -2.3 -1,52 1 1.52 2.3 3,48 528 8

Fold Change

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os pontos coloridos representam os miRNAs (log2) considerados regulados
positivamente (cor vermelha) ou regulados negativamente (cor verde), e os miRNAs nao
considerados diferencialmente expressos sdo os pontos na cor cinza (p < 0,05, fold change +
2,0).
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Destaca-se que, dos seis miRNAs diferencialmente expressos, o eca-miR-
205 foi o unico com expressao positiva significativa, e os demais demonstraram
diminuicdo de sua expressio, quando comparadas as expressdes do GM e GG. Na
analise para identificagdo de microRNAs ortélogos humanos, foram reconhecidos
mMiRNAs idénticos entre as espécies, sugerindo a utilizagdo dos resultados
encontrados em humanos, para os equinos. A lista de todos os mMiRNAs
diferencialmente expressos, com os respectivos valores meédios de expresséo (log2),

fold change, valor de P e o miRNA-ortélogo humano, esta na Tabela 1.

Tabela 1 - miRNAs equinos diferencialmente expressos quando comparadas as
feridas do Grupo Metacarpo (GM) as do Grupo Regido Glutea (GG), com os
respectivos miRNAs ortélogos humanos, média, fold change e valor de P.

miRNA - Fold

equino Ortélogo Humano GM Avg (log2) GG Avg (log2) change P-val
eca-miR-127 hsa-miR-127-3p 2,88 4,36 -2,78 0,0058
eca-miR-379 hsa-miR-379-5p 3,49 4,97 -2,78 0,0386
eca-miR-335 hsa-miR-335-5p 2,43 3,72 -2,44 0,0401
eca-miR-205 hsa-miR-205-5p 10,58 9,25 2,51 0,0425
eca-miR-376¢ hsa-miR-376c-3p 2,34 3,93 -3,01 0,0436
eca-miR-487b hsa-miR-487b-3p 3,66 4,82 -2,23 0,0493

Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 DISCUSSAO

Até o momento, nao ha relatos na literatura que confirmem a expressao de
microRNAs diretamente associados ao processo cicatricial em equinos. Nesse
sentido, o presente estudo apresenta carater inovador ao descrever, pela primeira vez,
a associacao dos microRNAs eca-miR-127, eca-miR-379, eca-miR-335, eca-miR-
376¢c, eca-miR-487b e eca-miR-205 ao processo de cicatrizagdo cutdnea e
subcutanea em equinos, tanto em feridas localizadas na regido glutea quanto na
metacarpica. A diferenca na expressdo desses microRNAs entre as duas regides
anatdmicas reforca a hipétese de que a cicatrizagao cutanea em equinos € modulada,
ao menos em parte, pela regulagao diferencial de microRNAs, o que contribui para os
distintos desfechos cicatriciais observados nessas areas. Ao longo das diferentes


https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0000446
https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0000733
https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0000765
https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0000266
https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0000720
https://mirbase.org/hairpin/MIMAT0003180
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fases do processo cicatricial, a expressao de diversos miRNAs sofre alteragdes
dindmicas, abrindo um amplo leque de potenciais alvos moleculares a serem
explorados em estudos futuros, especialmente no contexto do tratamento de feridas
cronicas e de cicatrizagao dificultada, considerando as multiplas vias biolégicas
envolvidas nesse processo (Mulholland; Dunne; McCarthy, 2017).

O processo cicatricial na regido metacarpica dos equinos compartilha
diversas semelhangas com feridas humanas caracterizadas por cicatrizagao
patolégica, como cicatrizes hipertréficas e queloides, sobretudo no que se refere a
persisténcia da fase proliferativa, a angiogénese desorganizada e a remodelagao
inadequada da matriz extracelular (Theoret et al., 2013). Essas semelhancgas reforgam
o potencial do equino como modelo experimental para o estudo de feridas cicatriciais
complexas em humanos. Em humanos, o perfil de expressao diferencial de miRNAs
entre cicatrizes hipertréficas e pele sadia ja foi amplamente descrito (Mulholland;
Dunne; McCarthy, 2017; Su; Han, 2024), o que ainda nao foi estabelecido em equinos.
Assim, reafirma-se a necessidade de uma base de dados solida sobre os miRNAs
envolvidos no processo cicatricial equino, considerando sua importancia econdémica,
funcional e cientifica, bem de seu potencial para subsidiar o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas.

Diversos miRNAs apresentam alto grau de conservacao evolutiva entre as
espécies (Berezikov, 2011), o que possibilita o uso de ortélogos humanos como
referéncia para a interpretagdo funcional dos miRNAs identificados em equinos. Os
MiRNAs miR-127, miR-379 e miR-376c¢ ja haviam sido descritos em equinos por meio
de analises comparativas entre espécies (Zhou et al., 2009); no entanto, esta é a
primeira descricao desses microRNAs como diferencialmente expressos no contexto
do processo cicatricial equino, bem como a primeira demonstracédo de sua expressao
comparativa em duas regides anatébmicas com desfechos cicatriciais distintos.

Dentre os microRNAs analisados, o eca-miR-205 destacou-se como o
unico positivamente expresso neste estudo. Em equinos, sua expressao foi
previamente relatada apenas em casos de endometrite em éguas idosas, com
regulacao positiva quando comparada a de éguas jovens (lbrahim et al., 2021). Seu
ortélogo humano, hsa-miR-205-5p, encontra-se amplamente descrito na literatura,
apresentando fungbes contextuais dependentes do tecido e dos genes-alvo
envolvidos, podendo atuar tanto como regulador positivo quanto negativo da

proliferagdo celular, angiogénese e progressao tumoral (Wu; Zhu; Mo, 2009; Qin et
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al., 2013). Em condigbes patolégicas, como ulceras diabéticas, niveis elevados de
hsa-miR-205-5p atuam como moduladores negativos da angiogénese ao se ligarem
diretamente a regido nado traduzida do RNA mensageiro do fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGF-A), suprimindo sua expressao e retardando a cicatrizagéo
de feridas (Liu et al., 2021).

A angiogénese, processo caracterizado pela formagao de novos vasos a
partir de vasos pré-existentes (Folkman, 1984), é fundamental para o reparo tecidual
adequado e sua ativagao € essencial para a progressao ordenada da cicatrizagdo. A
desregulacao desse processo esta associada a cicatrizagao prejudicada e a formagéao
de tecidos cicatriciais patologicos (Rieger et al., 2020). A elevada expressao do eca-
miR-205 em tecidos metacarpicos sadios deste estudo, sugere que a cicatrizagédo de
feridas nessa regido pode ser dificultada por falhas no processo angiogénico,
predispondo a formagao de uma rede vascular deficiente e a consequente hipdxia
tecidual.

Theoret e Wilmink (2013) demonstraram que, durante o periodo inicial da
cicatrizacdo, feridas localizadas nos membros de equinos apresentam valores de
saturagao de oxigénio significativamente inferiores aos observados em feridas
corporais, 0 que caracteriza um estado temporario de hipdxia na fase inflamatoéria.
Ensaios in vitro evidenciaram que a hipdxia aumenta significativamente a proliferagao
celular e que fibroblastos oriundos de diferentes regides anatdbmicas apresentam
comportamento semelhante, indicando que a formacdo do tecido de granulagéo
exuberante ndo depende de propriedades intrinsecas dos fibroblastos dos membros,
mas sim do microambiente local da ferida. A hipoxia pré-existente promove um
feedback positivo de citocinas angiogénicas e fibrogénicas, estimulando angiogénese
desorganizada e disturbios fibroproliferativos, culminando na formacéao indesejada do
tecido de granulacao exuberante (Theoret, Wilmink, 2013).

Embora o tecido de granulacdo exuberante seja caracterizado por
abundancia de vasos sanguineos, esses vasos apresentam qualidade estrutural e
funcional reduzida (Lepault et al., 2005; Anantama et al., 2022). Assim, os dados
obtidos reforcam a hipotese de hipoxia pré-existente e de defeitos na vascularizagao
da regiao metacarpica dos equinos, possivelmente associados a expressao positiva
do eca-miR-205. Além disso, a inflamacgao crbnica persistente observada no tecido de

granulacao exuberante pode ser consequéncia direta da hipdxia, uma vez que baixos
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niveis de oxigénio comprometem a eficiéncia funcional dos leucdcitos (Theoret,
Wilmink, 2013).

A expressao positiva do hsa-miR-205-5p também promove a diminuicéo da
atividade do gene supressor tumoral homologo de fosfatase e tensina — PTEN (Jang
et al., 2016), cuja fungéo central € manter o equilibrio do crescimento celular, e cuja
relevancia clinica estd diretamente associada a regulagdo da proliferacédo e
sobrevivéncia em diversos tipos de cancer. A perda ou diminuicdo da expressao de
PTEN, observada com alta frequéncia em casos de cancer de prostata, glioblastoma,
carcinoma endometrial, de mama e de pulmé&o, resulta na ativagdo descontrolada da
via de sinalizacao intracelular PI3K/AKT e, consequentemente, em proliferagao celular
exacerbada, o que se traduz clinicamente em pior prognostico devido ao aumento da
agressividade tumoral (Song; Salmena; Pandolfi, 2012). Nesse contexto, sugere-se
que a expressao positiva do eca-miR-205-5p possa promover uma ativagao celular
semelhante a observada em processos neoplasicos, contribuindo para a
hiperproliferagao tecidual no tecido de granulagao exuberante.

Em relagdo aos miRNAs negativamente expressos na regido metacarpica
dos equinos, apenas miR-127 e miR-487 apresentaram um padrao semelhante ao
observado na analise global de miRNAs em queloides humanos (Wang et al., 2025).

O miR-127 é amplamente descrito como supressor tumoral em canceres
mamarios humanos por meio da regulagéo do gene BCLG6, e sua expressao nao esta
associada ao aumento da proliferagdo, migragao e invasao celulares (Chen et al.,
2013; Wang et al.,, 2014). Além disso, a expressdao negativa do miR-127 esta
associada ao aumento da expressao de osteopontina (OPN), citocina fundamental
para o reparo tecidual (Tu et al., 2016). Esta presente na cicatrizagao de feridas como
molécula quimiotatica, recrutando células inflamatérias para o local da leséo, e
moduladora do colageno e do tecido de granulacao (Lund; Giachelli; Scatena, 2009).
O bloqueio da sua atividade dificulta a migragao de células inflamatérias e reduz a
formacao de tecido de granulagéo e de cicatrizes (Mori; Shaw; Martin, 2008). Assim,
a expressao negativa do eca-miR-127 observada neste estudo pode estar associada
a inflamacao crénica persistente e a formacao excessiva de tecido de granulagado na
regido metacarpica.

De forma semelhante, o hsa-miRNA-379-5p foi descrito em diversos
estudos como modulador da proliferagao celular de distintos epitélios humanos, sendo

sua expressao negativa, ou inibicdo, promotoras da proliferacdo celular a partir da
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regulacdo de diversos genes, sobretudo aqueles ligados com a progressao de
canceres, como os genes KIF4A e LINF28B, relacionados com a proliferagdo de
canceres de mama, e os genes TCF-4, RAD18 e EIF4G2, ligados a proliferagao celular
de carcinoma laringeo, cancer ovariano e células epiteliais sadias no intestino,
respectivamente (Wei et al., 2019; Yang et al., 2022; Jia et al., 2023; Shukla et al.,
2025).

O miR-335, por sua vez, tem potencial inibitério sobre a proliferagao,
migragao e invasao de células tumorais em cancer de mama em humanos, regulando
negativamente o gene EPHA4 (Mahmoudian et al., 2021), e tem capacidade de
suprimir genes associados ao transporte e a utilizagdo de compostos essenciais ao
crescimento e a sobrevivéncia de células malignas em carcinoma hepatocelular
(Mukherjee et al., 2023). Sua expressao negativa, consequentemente, promove uma
maior atividade celular na progressao do cancer, sendo o miR-335 identificado como
um biomarcador nesses casos, podendo auxiliar nos tratamentos, voltados a genes
especificos (Mahmoudian et al., 2021; Mukherjee et al., 2023).

A partir do exposto, a expressao negativa concomitante dos eca-miR-127,
eca-miR-379 e eca-miR-335 na regido metacarpica pode representar um importante
fator regulatério da elevada proliferacéo celular observada no tecido de granulagéo
exuberante, frequentemente observado nesta regido durante o processo cicatricial de
feridas por segunda intengao.

Evidéncias da literatura indicam que o microRNA miR-376¢c atua como
regulador pos-transcricional de vias centrais envolvidas na proliferacdo celular,
migracao, angiogénese e remodelagcdo da matriz extracelular, processos diretamente
relacionados a dinamica do reparo tecidual. Embora muitos desses achados tenham
sido descritos em modelos 6sseos, gestacionais ou neoplasicos, os mecanismos
moleculares regulados por esse miRNA sao conservados e apresentam relevancia
bioldgica para a cicatrizagdo cutanea e subcuténea, especialmente em contextos de
desorganizagao da remodelagao e persisténcia da fase proliferativa, como observado
nas feridas de membros de equinos (Deng; Xiong; Liu, 2016; Wang et al., 2017; Yan
et al., 2026).

Entre os principais alvos funcionais do miR-376¢ destaca-se o controle da
remodelacdo da matriz extracelular, particularmente por meio da modulacao da
expressao de metaloproteinases. Estudos demonstraram que o hsa-miR-376¢-3p

regula a expressdao de MMP-3 (metalanoproneinase), enzima-chave na degradagao
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da matriz e na ativagao de outras MMPs, com impacto direto na migragao fibroblastica
e na angiogénese (Yan et al., 2026). No presente estudo, a expressao negativa do
ortdlogo equino eca-miR-376¢ sugere a perda desse controle regulatério, o que pode
favorecer a degradagdo excessiva da matriz extracelular e a remodelagao
desorganizada, cenario compativel com a formagdo e manutencdo de tecido de
granulagao exuberante.

Além disso, o0 miR-376¢ participa do controle da proliferacdo celular e da
transicao entre as fases proliferativa e de remodelacéo, por meio da modulacido de
vias de sinalizagcdo, como TGF-B/Nodal e Wnt/3-catenina. A expressao negativa desse
miRNA foi associada a ativacao prolongada de sinais pro-proliferativos, ao aumento
da fibroplasia e ao comprometimento da resolucao inflamatéria, processos centrais na
fisiopatologia de feridas crénicas. De forma complementar, o miR-376¢c atua como
regulador negativo da migracdo celular dependente do Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF), ao reprimir mediadores, além de modular fatores envolvidos na
inflamacéo e na remodelagdo da matriz, como IL-18 e MMP-9 (Iwaki, 2013).

Adicionalmente, o miR-376c¢ regula genes associados a progresséao do ciclo
celular e manutengao do estado proliferativo, como BMI1 e HOXB7. A reducéo da
expressao desse miRNA esta relacionada ao aumento da proliferagdo, migragao e
invasao celulares, enquanto sua expressao positiva promove o bloqueio do ciclo
celular e a indugcdo de apoptose (Deng; Xiong; Liu, 2016; Wang et al., 2017),
reforcando seu papel como modulador da resposta proliferativa durante o reparo
tecidual.

Em conjunto, os achados do presente estudo, aliados as evidéncias da
literatura, indicam que a expressao negativa de eca-miR-376¢ pode comprometer
multiplos mecanismos regulatérios envolvidos no controle da proliferacéo celular, da
remodelagdo da matriz extracelular, da migracdo e da resolugao inflamatéria. Em
feridas de membros de equinos, essa desregulacdo pode contribuir para a
persisténcia da fase proliferativa e para o desenvolvimento de tecido de granulagao
exuberante, destacando o miR-376¢c como um elemento-chave na compreensao
molecular da cicatrizagdo cutanea inadequada nesse modelo.

Evidéncias experimentais indicam que o miR-487b atua como modulador
pos-transcricional de processos centrais ao reparo tecidual, particularmente
proliferagdo celular, migracdo e angiogénese, por meio da regulagdo de vias

intracelulares associadas a resposta proliferativa e a organizagao do microambiente
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cicatricial. Estudos funcionais demonstraram que esse miRNA direciona o receptor de
insulina IRS1, regulador essencial das vias PI3K/Akt e MAPK/Erk, de modo que a
inibicdo do miR-487b resulta em aumento da proliferagao e da diferenciacao celular,
evidenciando seu papel como regulador negativo dessas respostas (Wang et al.,
2018). Essas vias sdo amplamente reconhecidas por sua participagdo na ativagao
fibroblastica, na migragao celular e na progressao da fase proliferativa da cicatrizacéo.

De forma complementar, o miR-487b exerce influéncia direta sobre a
angiogénese ao inibir a expressdo do gene THBS1, um inibidor endégeno da
formacgao de novos vasos. A expressao positiva desse miRNA em células endoteliais
promoveu aumento da proliferagdo, migracao, invasao e formacgao de estruturas
tubulares, caracterizando um perfil pré-angiogénico decorrente da modulagdo do
equilibrio entre sinais angiogénicos positivos e negativos. Assim, o miR-487b participa
ativamente do controle da neovascularizagdo funcional, etapa critica para a
progressao ordenada do reparo tecidual (Feng et al., 2015).

No presente estudo, a expressédo negativa do ortélogo equino eca-miR-
487b em tecidos cutaneos e subcutdneos em processo cicatricial sugere a perda de
um mecanismo regulatério relevante para vias proliferativas e angiogénicas. Essa
reducao pode favorecer tanto a hiperativagao de sinais dependentes de IRS1 quanto
a desregulacao do balango angiogénico mediado por THBS1, contribuindo para uma
resposta proliferativa exacerbada e para a formacdo de neovasos estruturalmente
imaturos.

Em conjunto, os resultados do presente estudo evidenciam um perfil de
desregulacado coordenada de microRNAs diretamente envolvidos no controle fino da
resposta cicatricial cutdnea e subcutanea em equinos. Observa-se que os miRNAs
diferencialmente expressos convergem, principalmente, funcionalmente para
mecanismos relacionados a proliferacao celular, angiogénese e remodelagdo da
matriz extracelular. Os miRNAs eca-miR-127, eca-miR-379, eca-miR-335, eca-miR-
376¢c e eca-miR-487b compartilham, em diferentes modelos biolégicos, atividade
regulatoria associada a contengdo da progressao celular, fibroplasia, migracao e
organizacéao tecidual, sugerindo que sua expressao negativa na regido metacarpica
possa favorecer a persisténcia da fase proliferativa e a hiperplasia tecidual observada
no tecido de granulagao exuberante. Paralelamente, a expressao positiva isolada do

eca-miR-205 sugere participagcdo em mecanismos relacionados a desorganizagao
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angiogénica e a manutengdo de um microambiente hipdxico e de cicatrizagao
disfuncional.

Além disso, parte dos miRNAs identificados apresentou relagao direta com
vias envolvidas na dindmica vascular, migracdo celular e remodelagdo da matriz
extracelular, indicando que a cicatrizagao patolégica em feridas distais de equinos nao
depende de um unico mecanismo molecular isolado, mas de uma desregulagao
integrada de multiplos miRNAs funcionalmente interligados. Dessa forma, o conjunto
de microRNAs identificados emerge como um importante eixo regulatério da
homeostase tecidual durante o reparo cutdneo equino, oferecendo subsidios
relevantes para a compreensao dos mecanismos moleculares associados a
cicatrizacdo disfuncional e abrindo perspectivas para o desenvolvimento futuro de

abordagens terapéuticas baseadas na modulagao da expresséo de microRNAs.
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4 CONCLUSAO

Este estudo demonstra, pela primeira vez, os miRNAs diferencialmente
expressos envolvidos na cicatrizagdo em equinos, e evidencia diferengas na
regulacdo pods-transcricional mediada por miRNAs, entre as regides glutea e
metacarpica. A cicatrizagdo em membros foi caracterizada por expressdo negativa
predominante de eca-miR-127, eca-miR-379, eca-miR-335, eca-miR-376¢ e eca-miR-
487b, associada a expressao positiva de eca-miR-205, evidenciando uma regulagéo
pos-transcricional regionalmente distinta.

Esse perfil molecular € compativel com mecanismos relacionados a
elevada proliferacdo celular, a angiogénese desorganizada e a persisténcia
inflamatodria, fatores associados a formagao exuberante de tecido de granulagédo em
equinos. Os achados ampliam a compreensao da cicatrizagado equina e indicam os
miRNAs como potenciais biomarcadores e alvos terapéuticos para feridas de dificil

cicatrizagao.
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