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Resumo 

A síndrome de Marfan (MFS) (OMIM #154700) é uma doença autossômica 

dominante que apresenta mutação no gene FBN1, o qual codifica a proteína fibrilina-1, 

localizada na aorta, coração, pulmão e rim, órgãos principais no eixo cardiovascular. O 

defeito da fibrilina-1 desempenha um papel de remodelamento tecidual, ativando outras 

proteínas da MEC e a terapia com Losartan® tem potencial para atenuar as alterações 

matriciais na síndrome de Marfan. Dado os limites metodológicos na clínica, é usual a 

utilização de modelos experimentais para a compreensão dos mecanismos intrínsecos de 

doenças. O modelo mg∆
lpn

 recapitula as alterações clínicas e tem uma alta sobrevida. 

Por essa razão, o estudo objetivou analisar as repercussões estruturais dos órgãos do 

eixo cardiovascular no modelo mgΔ
lpn

 e a influência da terapêutica do Losartan® aos 3 

meses e aos 6 meses. No presente trabalho foram utilizados 72 camundongos, sendo 

eles distribuídos nos grupos: Selvagens (WT), mgΔ
lpn

 (MFS) e mgΔ
lpn 

tratados com 

Losartan® (MFS
Trat

). Em cada grupo havia animais nas idades de 3 meses e 6 meses, 

com 12 animais por idade. Para caracterizar as alterações no modelo foram utilizadas as 

técnicas: raio-x, rtPCR, análise de hemodinâmica, histomorfometria, ultra-estrutural e 

imunohistoquímicas (fibrilina-1; MMP-9; fibronectina e α-actina de músculo liso). O 

modelo mg∆
lpn

 apresentou defeito da coluna torácica, o qual teve a capacidade de mudar 

o trajeto da aorta, alterando a dinâmica do fluxo sanguíneo. Uma vez alterado, o fluxo 

sanguíneo na aorta sobrecarrega o coração, hipertrofiando principalmente o ventrículo 

esquerdo. Concomitantemente, o pulmão apresentou enfisema e o rim apresentou uma 

significativa redução do glomérulo, do polo vascular e do espaço urinário. Além disso, 

notou-se uma redução significante da proteína fibrilina-1 e um aumento de MMP-9, 

tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, indicando uma degradação progressiva das fibras 

elásticas em todos os órgãos analisados. A terapia com Losartan® mostrou uma 

efetividade na atenuação fenotípica somente aos 3 meses, aumentado a expressão de 

fibronectina e reduzindo a expressão de MMP-9. Embora notoriamente tenham sido 

observadas de forma sistêmica alterações nas proteínas fibrilina-1 e MMP-9, foi notado 

que o remodelamento tecidual foi órgão dependente, além de ter diferentes respostas ao 

longo do tempo, características as quais impulsionarão novos estudos futuros.  

 

Palavras Chaves: Síndrome de Marfan, tecido conjuntivo, fibrilina-1, modelo animal, 

anormalidades cardiovasculares. 

 



Abstract  

Marfan syndrome (MFS) (OMIM # 154700) is an autosomal dominant disease that has 

a mutation in the FBN1 gene, which encodes the fibrillin-1 protein, located in the aorta, 

heart, lung and kidney, Organs main organs in the cardiovascular axis. The fibrillin-1 

defect plays a role in tissue remodeling, activating other ECM proteins, and Losartan® 

therapy has the potential to mitigate matrix changes in Marfan syndrome. Given the 

methodological limits in the clinic, it is usual to use experimental models to understand 

the intrinsic mechanisms of diseases. The mg∆
lpn

 model recapitulates the clinical 

changes and has a high survival rate. For this reason, the study aimed to analyze the 

structural repercussions of the cardiovascular axis organs in the mgΔlpn model and the 

influence of Losartan® therapy at 3 months and 6 months. In the present study, 72 mice 

were used, distributed in the groups: Savages (WT), mgΔ
lpn

 (MFS), and mgΔlpn treated 

with Losartan® (MFSTrat). In each group, there were animals at the ages of 3 months 

and 6 months, with 12 animals per age. To characterize the changes in the model, the 

following techniques were used: x-ray, rtPCR, hemodynamic analysis, 

histomorphometry, ultrastructural, and immunohistochemistry (fibrillin-1; MMP-9; 

fibronectin and smooth muscle α-actin). The mg∆lpn model presented a defect in the 

thoracic spine, which had the ability to change the path of the aorta, changing the 

dynamics of blood flow. Once altered, the blood flow in the aorta overloads the heart, 

mainly hypertrophying the left ventricle. Concomitantly, the lung presented emphysema 

and the kidney showed a significant reduction in the glomerulus, vascular pole, and 

urinary space. In addition, there was a significant reduction in fibrillin-1 protein and an 

increase in MMP-9, both at 3 months and 6 months, indicating a progressive 

degradation of elastic fibers in all analyzed organs. Losartan® therapy showed 

effectiveness in phenotypic attenuation only at 3 months, increasing the expression of 

fibronectin and reducing the expression of MMP-9. Although changes in fibrillin-1 and 

MMP-9 proteins have been noted systemically, it was noted that tissue remodeling was 

organ dependent, in addition to having different responses over time, characteristics 

which will spur further future studies. 

 

Key Words: Marfan syndrome, connective tissue, fibrillin-1, animal model, 

cardiovascular abnormalities. 

 

 



 

Sumário  

1. INTRODUÇÃO 20 

1.1 A Síndrome de Marfan 21 

1.2. O gene FBN1 e a proteína fibrilina-1 21 

1.3. TGFβ1e suas repercussões 22 

1.4 Aspectos clínicos 23 

1.5 Outros aspectos que influenciam o fenótipo aórtico na Síndrome de Marfan 24 

1.6 Influência de outros órgãos nos aspectos vasculares na Síndrome de Marfan 24 

1.7 Modelo Animal para MFS 25 

1.8 Terapêutica na MFS 26 

OBJETIVO 28 

2.1 Objetivo Geral 29 

2.2 Objetivos Específicos 29 

MÉTODO 30 

3.1. Animal 31 

3.2 Grupos 31 

3.3 Procedimentos 31 

3.3.1 Administração da droga losartan 31 

3.3.2 Anestesia 31 

3.3.3 Radiografia 32 

3.3.4 Ato Operatório 32 

3.3.4.1 Laparotomia 32 



3.3.4.2 Hemodinâmica 32 

3.3.4.2 Eutanásia 32 

3.3.5 Coleta de amostras 33 

3.3.5.1 Coleta dos fragmentos 33 

3.3.5.2 Extração de RNA 33 

3.3.5.2.1 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 34 

3.3.5.2.2 Quantitative Real Time PCR (qPCR) 35 

3.3.5.3 Histologia 35 

3.3.5.4 Microscopia eletrônica de varredura (SEM) 36 

3.3.5.5 Imunohistoquímica 36 

3.4. Monitoramento 37 

3.4.1 Coluna vertebral 37 

3.4.2 Morfologia 37 

3.4.2.1 Fenótipo Aórtico 37 

3.4.2.2 Fenótipo Cardíaco 38 

3.4.2.3 Fenótipo Pulmonar 39 

3.4.2.4 Fenótipo Renal 39 

3.4.2.5 Intensidade das Imunofluorescências 40 

3.4 Análise Estatística 41 

RESULTADOS 42 

4.1 Expressão gene Fbn1 43 

4.1.1 3 meses 43 



4.1.2 6 meses 44 

4.2 Fenótipo da Coluna vertebral 44 

4.2.1 3 meses 44 

4.2.2 6 meses 45 

4.3 Fenótipo aórtico 46 

4.3.1 Aspectos morfológicos. 46 

4.3.2 Taxa de integridade das fibras elásticas. 47 

4.3.3 Fluxo sanguíneo da aorta. 48 

4.3.4 Fluxo sanguíneo da aorta: Curva espectral. 50 

4.3.4.1 3 meses 50 

4.3.4.2 6 meses 51 

4.4 Fenótipo Cardíaco. 52 

4.4.1 3 meses 52 

4.4.1.1 Imunomarcação 53 

4.4.1.1.1 Fibrilina-1 53 

4.4.1.1.2 Metaloproteinase-9 54 

4.4.1.1.3 Fibronectina 55 

4.4.2 6 meses 56 

4.4.2.1 Imunomarcação 58 

4.4.2.1.1 Fibrilina-1 58 

4.4.2.1.2Metaloproteinase-9 59 

4.4.2.1.3 Fibronectina 60 



4.5 Fenótipo pulmonar 61 

4.5.1 3 meses. 61 

4.5.2 Imunomarcação 62 

4.5.2.1 Fibrilina-1 62 

4.5.2.2 Metaloproteínase-9 63 

4.6.2.3 Fibronectina 64 

4.6.2.4 α-actina de músculo liso 65 

4.6.3 6 meses 66 

4.6.3.1 Imunomarcação 68 

4.6.3.1.1 Fibrilina-1 68 

4.6.3.1.2 Metaloproteinase-9. 69 

4.6.2.3.3 Fibronectina 70 

4.6.2.3.4 α-actina de músculo liso 71 

4.6 Fenótipo Renal 72 

4.6.1 3 meses 72 

4.6.2 Imunomarcação 73 

4.6.2.1 Fibrilina-1 73 

4.6.2.2 Metaloproteinase-9 74 

4.6.2.3 Fibronectina 75 

4.6.2.4 α-actina de músculo liso 76 

4.6.3 6 meses 77 

4.6.3.1 Imunomarcação 78 



4.6.3.1.1 Fibrilina-1 78 

4.6.3.1.2 Metaloproteinase-9 79 

4.6.3.1.3 Fibronectina 80 

4.6.3.1.4 α-actina de músculo liso 81 

5.DISCUSSÃO 83 

5.1 Discussão 84 

6. CONCLUSÕES 106 

6.1 Conclusões 107 

7. REFERÊNCIAS 109 

8. PUBLICAÇÕES 127 

8.1 Publicações relacionadas à tese 128 

9. Anexos 129 

9.1 Anexo A. Protocolo do Comitê de ética no Uso de Animais do IB aprovado para 130 

9.2 Anexo B. I- Publicação relacionadas à tese 

este trabalho. 

131 

9.3 Anexo C. II- Publicação relacionadas à tese 132 

9.4 Anexo D. III- Publicação relacionadas à tese 133 

9.5 Anexo E. IV- Publicação relacionadas à tese 134 



20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 



21 

 

1.1 A Síndrome de Marfan 

A Síndrome de Marfan (MFS) (OMIM #154700) é uma doença genética com 

alterações no tecido conjuntivo, que apresenta um padrão de herança autossômica 

dominante, com incidência estimada de 1 para 5.000 nascidos vivos (CHIU et al., 

2014). A doença, descrita pela primeira vez em 1896 pelo pediatra francês Antoine 

Bernard Marfan (BEIGHTON, 1993), é provocada por mutações no gene FBN1 

(15q21.1) que apresenta uma organização genômica de 65 exons, com 200 Kb e um 

mRNA de 9663 nucleotídeos (PEREIRA et al. 1993; CORSON et al. 1993; BIERY et 

al. 1999).  

 

1.2. O gene FBN1 e a proteína fibrilina-1  

O gene FBN1 codifica a proteína fibrilina-1, uma glicoproteína ligante de cálcio 

(HANDFORD, 2000), encontrada na matriz extracelular (MEC) do osso, da pele, 

pulmões, rins, vasos sanguíneos, cartilagens, tendões, músculos, córnea e zônula ciliar 

(SAKAI et al. 1991). A fibrilina-1 é uma das principais e a mais abundante proteína do 

componente fibrilar na formação do sistema de fibras elásticas (SHERRATT et 

al.2001).  

A formação do sistema de fibras elásticas decorre da interação dos componentes 

fibrilares (fibrilina-1, fibrilina-2, fibronectina-4, fibulina-8 e com as MAGP 

(glicoproteínas associadas à microfibrila) com o componente amorfo, a elastina 

(KIELTY et al. 2002; BALDWIN et al.  2013). Conforme o componente amorfo 

(moléculas de tropoelastina) se interliga com os componentes fibrilares, formam-se 

arranjos que são classificados em três tipos de fibras: oxitalânicas, elaunínicas e elástica 

madura. 

Pela ampla distribuição da proteína fibrilina-1 na MEC, encontra-se na MFS 

alterações em seus sítios de predominância, como: dismorfologia óssea, escolioses, 

enfisema pulmonar, edema pulmonar, ruptura dos alvéolos pulmonares, pneumotórax 

espontâneo, glomerulonefrite com membrana proliferativa, glomeruloesclerose 

segmentar e focal, dilatação da aorta, aneurismas, dissecções da aorta, ectopia da lente, 

ceratocone, córnea plana e hérnias no sistema digestório (ROBINSON, GODFREY, 

2000; SALLUM et al. 2002; NEPTUNE et al. 2003; BOSEMAN et al. 2008; GLARD et 

al. 2008; BALDWIN et al., 2013; PYERITZ, 2018). 
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A fibrilina-1, além de fazer parte da formação do sistema de fibras elásticas, 

apresenta uma ação antagônica com a citocina TGF-β, que é estabelecida pela 

ancoragem da citocina na fibrilina-1 e, dessa forma, a citocina é sequestrada na proteína, 

transformando-a, no seu estado de latência. (KAARTINEN, WARBOUOTON, 2003; 

BYERS, 2004; KIELTY, 2006; SENGLE et al. 2012). 

 

1.3. TGFβ1e suas repercussões  

A principal causa de óbito na MFS é a ruptura da aorta nos processos 

aneurismáticos e na dissecção clássica (SOUZA et al. 2017; PYERITZ, 2018). Por essa 

razão, os estudos da repercussão da citocina TGFβ são direcionados para as estruturas 

na aorta.  

Na MFS, a alteração da fibrilina-1 inibe o sequestro da citocina TGFβ, que se 

ativa em excesso na MEC, promovendo uma expressão acentuada das metaloproteinases 

(MMP), cuja função é degradar elementos matriciais. Sua ativação na MFS promove a 

deterioração das propriedades mecânicas da aorta, aumento da elastólise, baixa 

contratilidade, aumento da apoptose e da osteopontina nas células de musculatura lisa 

vascular (VSMC), tornando o vaso suscetível ao desenvolvimento de aneurisma, de 

dissecção e ruptura (BUNTON et al. 2001; CHUNG et al. 2007; BALDWIN et al. 2013;  

CROSAS-MOLIST et al. 2015). 

As contrações das VSMCs, em condições fisiológicas, regulam a integridade de 

resistência à tração da parede da aorta, e, na MFS, essa integridade de resistência à 

tração na aorta apresenta-se limitada. (CHUNG et al. 2007). CROSAS-MOLIST et al. 

(2015) mostraram que a persistência da sinalização crônica do TGFβ1 na MFS era um 

potente regulador das VSMC, podendo alterar o fenótipo de diferenciação basal das 

mesmas.  

Nos estudos com o modelo experimental C1039G (CHUNG et al. 2007; e 

SYYONG et al. 2009), foi observada uma redução na contração das VSCMs e, em 

estudos com pacientes com MFS, notou-se uma alta expressão de α-actina, smoothelin 

(SMTN), proteína-22alpha do músculo liso, calponina-1 e colágeno-I na parede da aorta 

(CROSAS-MOLIST et al. 2015).  

Concomitantemente, é visto que as células da VSCM na MFS entram em 

apoptose (CHUNG et al. 2007), expondo na sua superfície celular as caspases, que 

contribuem para degradação da elastina (EMRICH et al. 2015), o que induz a uma 
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maior deficiência na integridade de resistência à tração da parede da aorta (CHUNG et 

al. 2007).  

Observa-se que a MFS é uma doença que apresenta fenótipos vasculares 

imprevisíveis e complexos pelo comprometimento da parede vascular, podendo levar os 

pacientes a apresentarem em alguns casos múltiplos aneurismas ou, até mesmo, 

aneurismas e dissecções. O cenário caótico que a doença apresenta faz com que a 

cirurgia e o tratamento sejam um desafio para os cirurgiões e os clínicos. (CRAWFORD 

et al.1990; VIRGILIO et al. 1994; NIINAMI et al. 1999; MAGNONI et al. 2012; 

SAITO et al. 2014). 

 

1.4 Aspectos clínicos 

O desequilíbrio matricial da fibrilina-1 é visto em diferentes órgãos resultando 

nos pacientes em alterações em outros sistemas. No sistema esquelético, por exemplo: 

Os pacientes apresentam altura acima da média, membros longos e com alta mobilidade, 

escoliose e malformações do esterno e do palato (GLARD et al. 2008; PYERITZ, 

2018). Essas alterações causam dores musculares, nos ossos e nas articulações. Além 

disso, alguns pacientes apresentam dificuldade na fala devido a malformações do palato. 

As malformações e fragilidade da coluna espinhal podem acarretar graves danos e 

alguns casos de óbito já foram relatados em pacientes que sofreram subluxação 

espontânea atlanto-axial (GLARD et al. 2008; PYERITZ, 2018). 

Além disso, as alterações oculares também são comuns em pacientes afetados 

pela MFS (PYERIZT 2018). Cerca de 60% dos pacientes diagnosticados apresentam 

deslocamento do cristalino (Ectopia lentis), característica considerada chave para o 

diagnóstico clínico da MFS, uma vez que outras doenças com características 

semelhantes como síndrome Loeys-Dietz não apresentam essa característica 

(MEESTER et al. 2017). Acredita-se que a Ectopia lentis ocorre devido à fragilidade do 

tecido conectivo que sustenta o cristalino (ESFANDIARI et al. 2019). 

Como já mencionado, a causa de morte da MFS é a ruptura da aorta, contudo as 

alterações cardiovasculares são distribuídas em diferentes fenótipos. Segundo a revisão 

de STUART e WILLIANS, (2007): 60% a 80% dos pacientes são diagnosticados com 

dilatação da aorta e posteriormente desenvolvem dissecção; 76% com dilatação da 

artéria pulmonar com ocasionais processos de dissecção; 80% a 100% com dilatação da 

parte descendente da aorta ocasionando posteriormente a sua dissecção. Além disso, as 
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alterações cardíacas observadas foram: 52% a 68% com prolapso primário da valva 

mitral com posterior desenvolvimento de arritmias; 36% com disfunção ventricular 

esquerda (em crianças); 20%-30% com arritmias, 4% com prolapso da valva tricúspide; 

4% com defeito do septo atrial e, em menos de 1%, com formação de aneurisma nas 

artérias coronárias.  

 

1.5 Outros aspectos que influenciam o fenótipo aórtico na Síndrome de Marfan 

As alterações na aorta da MFS são um conjunto complexo de fatores intrínsecos 

e extrínsecos. Aetiopatogenia dos fatores pode ter origem decorrente das alterações dos 

componentes da MEC da aorta e das alterações na estrutura do fluxo sanguíneo, 

desencadeando um processo aterosclerótico na aorta (BUNTON et al., 2001; CHUNG et 

al., 2007; BALDWIN et al., 2013; QUERZOLI et al., 2014; CROSAS-MOLIST et al., 

2015; EMRICH et al., 2015). 

Considerando que o principal papel da aorta é conduzir o fluxo sanguíneo para 

atender as demandas metabólicas e nutricionais do corpo, sua camada média é 

constituída de fibras elásticas e outras fibrilas, as quais foram projetadas para fornecer a 

elasticidade necessária para a expansão e recuo resultante dos batimentos cardíacos ao 

longo da vida (KIELTY, 2017). Na MFS as alterações nos componentes estruturais que 

constituem a parede da aorta torácica indicam um mecanismo comprometido de 

amortecimento da pressão sistólica com maior rigidez da parede aórtica e, portanto, 

apresenta uma limitada complacência para absorver as pressões sistólicas (SOUZA et al. 

2019).  

Além disso, acredita-se que o defeito na MEC de alguns modelos de 

experimentação e pacientes resulta em tortuosidade da aorta com lúmen dismórfico. 

Isso, por sua vez, pode levar a um fluxo sanguíneo turbulento e sua força de 

cisalhamento pode apresentar um padrão de fluxo de vórtice / hélice aberrante com 

potencial de desencadear lesões na parede aórtica (QUERZOLI et al. 2014; GEIGER, et 

al. 2017; SOUZA et al. 2019).  

 

1.6 Influência de outros órgãos nos aspectos vasculares na Síndrome de Marfan 

A aorta pertence ao sistema circulatório e é um dos principais vasos que tem a 

função de retirar sangue do coração e conduzir o fluxo sanguíneo para o corpo 

(KIELTY 2017; SCHRENKET al. 2018). Em razão dessa relação, tanto o coração 
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quanto a aorta podem exercer influência um sobre o outro, por exemplo: Processos de 

remodelamento cardíaco podem influenciar a demanda sanguínea aórtica e em situações 

patológicas gerar insuficiência cardíaca (GALLO et al. 2019). Curiosamente, foram 

observados defeitos cardíacos em pacientes e modelos da MFS que podem piorar o 

fenótipo aórtico (ALPENDURADA et al. 2010; KIOTSEKOGLOU et al. 2008; 

RADKE et al. 2014; COOK et al. 2014; CAMPENS et al. 2015; LEE et al. 2016; TAE 

et al. 2016; ARUNAMATA et al. 2018; SOUZA et al. 2019). 

Interessantemente, processos de remodelamento cardíaco (hipertrofia das 

câmaras ventriculares) podem influenciar a dinâmica circulatória do pulmão e o 

parênquima pulmonar pode influenciar a dinâmica circulatória, culminando em 

hipertensão pulmonar (McLUNE e PEACOCK 2009; NAEIJE 2013;BHATNAGAR et 

al. 2018; GALLO et al. 2019). Além disso, sabe-se que o rim tem a capacidade de 

influenciar a fisiologia pulmonar, a cardíaca e a hemodinâmica, principalmente nas 

funções de regular o equilíbrio da água e do sódio (no controle da pressão arterial) e no 

tamponamento pulmonar. (PALM, NORDQUIST, 2011; WADEI, TEXTOR, 2012; 

HUSAIN-SYED et al. 2016). Em processos patológicos, o rim tem um papel 

importantíssimo na fisiopatologia das doenças pulmonares (hipertensão pulmonar e 

doença pulmonar obstrutiva crônica) e cardiovasculares (resistência vascular, 

hipertensão e hipertrofia dos ventrículos direito e esquerdo) (CROWLEY et al. 2006; 

GAITA et al. 2012; BASU, WHEETER, 2012; HUSAIN-SYED et al. 2016; VISCONTI 

et al. 2016; SALLECK, JOHN, 2017; KUMAR et al. 2019).  

Contudo, a interligação desses órgãos nos processos patológicos da MFS ainda 

não foram relacionados, embora eles tenham um papel importantíssimo no eixo 

cardiovascular.  

 

1.7 Modelo Animal para MFS 

Dado o limitado conhecimento dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na 

doença vascular na MFS e a limitação ética em estudos clínicos, houve a necessidade de 

criar modelos animais que pudessem simular as manifestações clínicas a fim de auxiliar 

sua melhor compreensão (HAMILTON, YU, 2012; CHIU et al., 2014). 

Os primeiros modelos experimentais, o mgΔ e o mgR, desenvolvidos por 

PEREIRA et al. (1997) e PEREIRA et al. (1999), respectivamente, apresentam baixa 

expressão do alelo mutado de Fbn1 e, assim, apenas os homozigotos apresentam 
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características da síndrome (PEREIRA et al. 1997; PEREIRA et al. 1999; JUDGE et al. 

2004). 

Posteriormente, observou-se que estes modelos não forneciam meios confiáveis 

para testar a interferência dominante negativa do alelo mutante (JUDGE et al. 2004).  

Em seguida, ocorreu a criação do modelo murino C1039G, que, apesar de 

apresentar alterações esqueléticas em heterozigose, apresenta fenótipo vascular discreto. 

(JUDGE et al. 2004). 

O modelo mais recente é o mgΔ
lpn

, que manifesta a dominância negativa da 

doença e apresenta alterações esqueléticas, cardiovasculares e um processo inflamatório 

crônico dos pulmões.  

Interessantemente, a mutação do modelo mgΔ
lpn

 apresenta comportamento 

diferente dependendo da cepa dos animais, por exemplo: A cepa 129 / Sv apresentam 

uma ampla variabilidade clínica de fenótipos considerados leves até muito graves, antes 

dos 6 meses de idade. Diferentemente, na cepa C57/Black6 os fenótipos graves 

aparecem principalmente aos 6 meses (LIMA et al. 2010).  

SOUZA et al. (2019) mostraram que os animais mg∆
lpn

 tem alterações nos 

componentes estruturais que constituem a parede da aorta torácica como: Presença de 

fragmentação severa e desorganização das fibras elásticas, fibras interlamelares 

desconectadas e presença de colágeno tipo I. Além disso, no grupo de animais que 

tinham aneurisma e dissecção aórtica foram observadas alterações na curva espectral do 

fluxo sanguíneo, aumento da frequência cardíaca e redução do fluxo sanguíneo quando 

comparados aos animais WT, indicando alterações na biomecânica da aorta, além da 

presença de insuficiência cardíaca de alto débito. 

 

1.8 Terapêutica na MFS 

As terapias vigentes para a MFS visam à redução dos fatores de estresse da 

macrocirculação, por meio de β-bloqueadores e inibidores da Angiotensina II. O uso de 

β-bloqueadores resulta na diminuição da pressão sanguínea, frequência cardíaca e 

dilatação da aorta (LOYES, 2015); já o uso de inibidores do receptor tipo I (AT1) da 

Angiotensina II, resulta na redução da resistência arterial periférica e subsequente 

redução da pressão arterial, (HABASHI et al. 2006; HABASHI et al. 2011; CRAGO et 

al. 2014. COOK et al. 2014). 
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Um inibidor da Angiotensina II (Ang II), com destaque na terapia da MFS é o 

Losartan®, que inibe o receptor AT1 da Ang II. Seu uso tem sido promissor no 

tratamento em camundongos, sendo capaz de reduzir a atividade de TGFβ1 e reverter os 

fenótipos pulmonares e aórticos, como a restauração das fibras elásticas, redução da 

atividade das MMP 2 e 9, além de recuperar as propriedades mecânicas das células da 

musculatura lisa vascular (SYYONG et al. 2009; HABASHI et al. 2006). 

A efetividade da terapia de Losartan® na MFS se dá pelo fato dela diminuir a 

fosforilação e a translocação nuclear de Smad2 (transdutor de sinal intracelular e um 

modulador da transcrição ativada por TGF-β). Essa diminuição da fosforização da 

Smad2 tem efeito direto na sinalização de TGFβ, que resulta em sua diminuição, visto 

que na MFS o excesso da sinalização por TGF-β apresenta um papel no alargamento da 

raiz da aorta (HABASHI et al. 2006; HABASHI et al. 2011) 

Contudo, a terapia com Losartan®, como já mencionado, inibe somente AT1 da 

Ang II, deixando ativa a sinalização do receptor tipo 2 (AT2) da Ang II. Segundo 

HABASHI et al. (2011), a ativação da sinalização AT2 resulta numa diminuição da 

proliferação celular e um aumento da apoptose (HABASHI et al. 2011). 

A efetividade da terapia com Losartan® nos modelos experimentais tem 

provocado muito entusiasmo, o que ocasionou o início de vários ensaios clínicos na 

MFS, que resultaram na diminuição significante do crescimento do seio da Valsalva na 

aorta e da pressão sistólica central e diastólica arterial (LOEYS, 2015; BAHTT et al. 

2015). Contudo, FRANKEN et al. (2015) referem que a efetividade do Losartan® é 

dependente da dominância negativa das mutações do gene FBN1.  

Apesar das terapias vigentes para o controle do dismorfismo aórtico atenuarem o 

fenótipo vascular, o óbito por ruptura da aorta continua persistindo, denotando a 

necessidade de aprofundar o conhecimento relativo às possíveis influências sistêmicas 

na MFS. 
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2. OBJETIVO 
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2.1 Objetivo Geral 

Estudar a repercussão estruturais dos órgãos que influenciam o sistema 

circulatório no modelo mgΔ
lpn

 da síndrome de Marfan e a influência da terapêutica do 

Losartan®. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

1. Avaliar o fenótipo clássico do modelo mgΔ
lpn

 e a influência da terapêutica 

do Losartan® aos 3 meses e 6 meses. 

2. Avaliar o fenótipo cardíaco quanto a sua morfologia e as proteínas 

envolvidas na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a 

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 

3. Avaliar o fenótipo pulmonar quanto a sua morfologia e as proteínas 

envolvidas na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a 

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 

4. Avaliar o fenótipo renal quanto a sua morfologia e as proteínas envolvidas 

na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a terapia com 

Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 

5. Intersectar os achados morfológicos e estruturais dos órgãos que 

influenciam o sistema circulatório no modelo mgΔ
lpn

 da síndrome de 

Marfan aos 3 meses e 6 meses. 
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3. MÉTODO 
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3.1. Animal 

O modelo animal utilizado nesta pesquisa foi o de camundongos fêmeas 

mgΔ
lpn

, de 3 e 6 meses, mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo, em gaiolas coletivas e em ambiente com dispositivo 

automatizado que proporciona claro/escuro (6h00min – 18h00min). Os animais 

receberam dieta Labina®, água ad libitum e permaneceram em aclimatação, por um 

período de sete dias anteriores à realização do estudo. Posteriormente, foram 

transportados para o Biotério do Departamento de Cirurgia da Escola Paulista de 

Medicina, onde ficaram em adaptação e aclimatação, por pelo menos oito dias antes de 

serem manuseados para o experimento.  

Esta linhagem de camundongos mg∆
lpn

 é um modelo para MFS que 

apresenta uma deleção in-frame dos exons 19-24, e o heterozigoto manifesta fenótipos 

cardiovasculares, esqueléticos e pulmonares (LIMA et al. 2010; GYURICZA et al. 

2020). 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Uso e Cuidado Institucional de 

Animais do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. Protocolo ID: 

Processo CEA / IBUSP 272/2016 16.1.632.41.7. (Anexo A) 

 

3.2 Grupos 

No presente trabalho foram utilizados 72 camundongos, sendo eles 

distribuídos nos grupos: Selvagens na linhagem 129/Sv (Grupo WT), grupo de animais 

mgΔ
lpn 

na linhagem 129/Sv (Grupo MFS) e de animais mgΔ
lpn 

na linhagem 129/Sv 

tratados com losartan (Grupo MFS
Trat

). Em cada grupo havia animais nas idades de 3 

meses e 6 meses, com 12 animais por idade. 

 

3.3 Procedimentos 

3.3.1 Administração da droga losartan 

Os animais mgΔ
lpn

 pertencentes a linhagem 129/sv receberam a administração 

oral da droga Losartan® (Cozaar®), desde o desmame até o período de estudo (3 e 6 

meses). A droga foi diluída em um razão de 0,6 g/L em água e oferecida diariamente 

aos animais de forma livre.  

 

3.3.2 Anestesia 
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A anestesia geral foi realizada nos animais com idade de 3 e 6 meses após 

aferição do peso em balança digital. Os animais foram anestesiados por via 

intraperitoneal com uma associação de Ketamina® e Xylazina® (4:1), na dose de 0,1 

mL/100 g de massa por via intraperitoneal.  

 

3.3.3 Radiografia 

Após a anestesia, os animais foram fixados em cassetes contendo filme para 

radiografia. Seus membros posteriores e anteriores foram distendidos para que 

possamos avaliar o grau de lordose da coluna. Posteriormente, foram expostos a 4,0 Kv 

de raio-x durante o período de 3,0 ms (milissegundos) (Tecno-Design – 500Ma/ 125 

Kv). 

 

3.3.4 Ato Operatório  

Após a anestesia, os animais foram imobilizados em prancha cirúrgica, em 

decúbito dorsal, com suas extremidades fixadas com fitas adesivas. A seguir, foi 

realizada a antissepsia da parede abdominal ventral com álcool a 70% e posterior 

colocação dos campos cirúrgicos fenestrados e esterilizados.  

 

3.3.4.1 Laparotomia 

Posterior à colocação dos campos cirúrgicos, foi realizada a abertura da parede 

abdominal mediante incisão longitudinal mediana de todos os planos anatômicos, com 

aproximadamente cinco centímetros, utilizando-se bisturi com lâmina 15 e tesoura tipo 

Mayo-Hegar reta. Em seguida, foi exposto o intestino delgado, rebatendo-se ambas as 

estruturas para a exposição da aorta, da veia cava inferior e do rim.  

Em todos os procedimentos operatórios, foi utilizado o microscópio cirúrgico 

modelo M900 D.F. Vasconcellos®, além de instrumental microcirúrgico em condições 

de assepsia. 

 

3.3.4.2 Hemodinâmica  

Por meio de probes (2SB, T206, Transonic Systems Inc, Ithaca, NY) na aorta 

abdominal supra-frênica foi realizado a mensuração do fluxo desse vaso. 

 

3.3.4.2 Eutanásia 
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A eutanásia foi realizada após os monitoramentos, por meio da secção da aorta 

abdominal (próximo ao ramo da artéria ilíaca comum direita e esquerda) e subsequente 

choque hipovolêmico sob a anestesia geral. 

 

3.3.5 Coleta de amostras 

3.3.5.1 Coleta dos fragmentos  

Imediatamente após a eutanásia, foram retirados fragmentos de pulmão, aorta 

torácica, coração e rim. Os fragmentos foram destinados para análise histológica, ultra-

estruturais (Microscopia eletrônica de Varredura) e imunomarcação. Para análise de 

expressão de mRNA, foi coletado fragmento de pulmão, o qual foi imediatamente 

congelado em nitrogênio líquido e armazenados em freezer a -80°C.  

Para precisão da escolha dos fragmentos das regiões dos órgãos almejados, foi 

utilizado microscópio cirúrgico modelo M900 D.F. Vasconcellos®.  

 

3.3.5.2 Extração de RNA  

Previamente à extração de RNA, fragmentos de pulmão congelados em 

nitrogênio líquido foram macerados em cadinhos contendo nitrogênio líquido até que 

virassem pó. Após esse procedimento, foi adicionado um volume equivalente a 1mL de 

TRIzol e homogeneizado com auxílio de pistilo. O conteúdo dos cadinhos foi 

transferido para tubos de 2 mL e, com o objetivo de desfazer possível restos de tecidos, 

o conteúdo passou cerca de 12 vezes por seringa de 1 mL com agulha de 21 Gauges. As 

amostras foram congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a -80°C até 

que fosse feita a extração de RNA. 

Para a extração de RNA, as amostras de pulmão foram incubadas no gelo por 5 

minutos e, em seguida, foram adicionados 200μL de clorofórmio a cada amostra, 

agitando vigorosamente. As amostras foram incubadas por 2 minutos no gelo e 

centrifugadas a 12000 g a 4ºC por 15 minutos, para a separação de três fases: Superior, 

média e inferior. A fase superior continha o RNA de interesse.  

O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, o qual foi 

adicionado 1 mL de etanol 70%, diluído em dietil pirocarbonato, homogeneizando as 

amostras por inversão. Em seguida, o RNA das amostras foram purificados utilizando 

colunas RNeasy MiniSpin do kit de extração de RNA, RNeasy MiniKit (Qiagen, 74106), 

seguindo instruções do fabricante. Durante a purificação de RNA nas colunas, foi feita a 
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depleção de DNA por meio de digestão com DNAse utilizando-se RNase-Free DNase 

Set (Qiagen, 79254), de acordo com as instruções do fabricante. 

Após esse procedimento, as amostras foram quantificadas e realizada uma PCR 

para β-actina para confirmar a ausência de contaminação por DNA. Para isso utilizamos 

os seguintes oligonucleotídeos, que amplificam um fragmento de 154pb (Tm 60°C): 

 

ActbF: 5’ – GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG – 3’ 

ActbR: 5’ – CCA GTT GGT AAC AAT GCC ATG T – 3’  

 

As condições de amplificação foram: Etapa 1 (1 ciclo) – 94ºC por 3 minutos; 

etapa 2 (40 ciclos) – 94°C por 30 segundos; 60°C por 20 segundos; 72°C por 15 

segundos; etapa 3 (1 ciclo) – 72ºC por 4 minutos. 

As reações foram montadas adicionando 1μL de cada oligonucleotídeo 

(concentração final de 200nM), 2μL de solução tampão 10x (Invitrogen), 0,8μL MgCl2 

(50Mm, Invitrogen), 0,32μL de dNTPs (5mM; Invitrogen), 0,2μL da enzima taq DNA 

polimerase (Invitrogen), 1μL do RNA água deionizada para um volume final de 20μL 

para cada reação. Após o término da etapa de amplificação, as amostras foram avaliadas 

por corrida eletroforética em gel de agarose 3%.  

 

3.3.5.2.1 Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  

A partir das amostras de RNA, foi feita a síntese de DNA complementar 

(cDNA) utilizando SuperScript
TM

 III Reverse Transcriptase (Termo Fisher, 18080044), 

a partir de 500ng de RNA total, seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante. Na 

primeira etapa do procedimento foram adicionados 1μL de oligo(dt) (50 μM), 500 ng de 

RNA total de cada amostra e 1μL de 10mM Dntp mix (10mM cada dATP, dGTP, 

dCTIP e dTTP). A mistura desses componentes foi aquecida a 65°C por 5 minutos. A 

seguir, foi adicionado 4μL do tampão 5X First-Strand Buffer, 1μL de 0,1M DTT, 1mL 

de RNaseOUT
TM 

Recombinant RNase Inhibitor (Termofischer, 10777-019) e 1μL da 

enzima SuperScript
TM

 III RT, em cada amostra. Depois dessa etapa, as amostras foram 

incubadas a 50°C por 60 minutos e a reação foi inativada aquecendo as amostras a 70° 

por 15 minutos.  Para confirmar que a síntese de cDNA foi bem sucedida, foi realizada 

uma PCR para β–actina como descrito no item 3.3.5.2.  
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3.3.5.2.2  Quantitative Real Time PCR (qPCR) 

Depois de ter obtido o cDNA das amostras de pulmão descrito no item 3.3.5.2.1 

foi analisada a expressão gênica do gene Fbn1, utilizando sondas/primers responsáveis 

por amplificar Fbn1 selvagem e mutante.  

Oligonucleotídeo para amplificação do alelo Fbn1 mg∆
lpn

 (Tm 57°C): 

Alelo mutante KO F: 5’ – GGG ATA TGA AGT AGA CAT AAC TGG GAA A 

– 3’ 

Alelo mutante KO R: 5’ – GAG GCT GGG TAT CAT CTT GCA – 3’  

Sonda KO: 5’ – ACT GTG TCG ATA TCA ATG – 3’  

 

Oligonucleotídeo para a amplificação do alelo Fbn1 selvagem (Tm 55°C) 

WT F: 5’ – ACA TAA CTG GGA AAA ACT GTC TCG ATA – 3’  

WT-R: 5’ – TTC CAG GTG TGT TTC GAC ATT GT – 3’ 

Sonda WT: 5’ TGT GCT GAA CAG TCT ACT – 3’  

 

Foram utilizados 40ng de cDNA para cada reação, as quais foram analisadas em 

triplicada. Para realização do teste foram utilizados os kits TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, 4304437). As sondas utilizadas foram TaqMan Gene 

Expression Assay para Fbn1(Thermofisher, Mn01334119_m1) e Actb (Termofisher, 

Mn00607939_s1), como controle endógeno da reação. O experimento foi realizado com 

auxílio do aparelho StepOnePlus
TM

 Real-Time PCR System.  

 

3.3.5.3 Histologia 

Os fragmentos foram fixados por imersão em solução de paraformaldeído 4% 

em tampão PBS 0,1M, pH 7,4. Após a fixação, as amostras foram submetidas a duas 

lavagens por imersão no mesmo tampão por um período de 10 minutos. A seguir, foram 

submetidas à desidratação em série crescente de etanol nas concentrações 50% a 100%, 

durante 10 minutos a cada passagem. Após esse procedimento, as amostras foram 

mantidas por aproximadamente 12 horas (overnight) em solução de etanol absoluto e 

historesina (Thecnovit 7100®) em partes iguais (1:1). Em seguida, as amostras foram 

imersas em resina pura por um período de 4 horas e posteriormente incluída em resina e 

polimerizador em moldes plásticos apropriados. Os cortes foram equidistantes de 3 μm 

de espessura e foram obtidos com auxílio de micrótomo American Optical model 820® 
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e corados pela técnica de Azul de Toluidina Boratada 1%. A observação e registro das 

imagens foram realizados sob microscópio de luz Carl-Zeiss Axio Scope.A1® e 

software de captura de imagem Zen®. 

 

3.3.5.4 Microscopia eletrônica de varredura (SEM) 

Os fragmentos foram fixados durante a noite em fixador de Karnovsky 

modificado (2,5% de glutaraldeído e 2% de paraformaldeído em tampão cacodilato 0,1 

M, pH 7,2) com uma concentração final de 0,05% de ácido tânico. Após a fixação o 

material foi colocado em nitrogênio líquido por 30 segundos e logo em seguida foi 

criofraturado para acessar as estruturas internas. Após a criofratura, as amostras foram 

então lavadas em tampão cacodilato de sódio 3 vezes por 10 min e em água destilada 

por 5 min. As amostras foram fixadas posteriormente em tetróxido de ósmio a 1% por 3 

horas e enxaguadas com água destilada 3 vezes por 20 min. As amostras foram então 

desidratadas em uma série de etanol 70-100% e secas em ponto crítico. Os fragmentos 

foram revestidos de ouro de acordo com os procedimentos padrão. As amostras foram 

examinadas a 5 kV usando o estágio de alta resolução do microscópio eletrônico Zeiss 

Sigma VP. 

 

3.3.5.5 Imunohistoquímica 

Os fragmentos foram fixados por imersão em solução de paraformaldeído 4% 

em tampão PBS 0,1M, pH 7,4. Após a fixação, as amostras foram submetidas a duas 

lavagens por imersão no mesmo tampão por um período de 10 minutos. A seguir foi 

submetida à desidratação em série crescente de etanol nas concentrações 50% a 100%, 

durante 10 minutos a cada passagem. Após a desidratação as amostras foram passadas 

em 3 banhos de xilol com duração de 15 minutos para diafanizar. Em seguida, as 

amostras foram mantidas por aproximadamente 12 horas em parafina histológica 

derretida a 56°C. Os cortes para imunofluorescência foram de 5μm de espessura e foram 

desparafinados e preparados conforme descrito (BEENE et al. 2013; CASSIANO et al. 

2017). Antifibrilina-1 (mrFbn1-C-74-F) (BEENE et al. 2013), anticorpo anti-MMP9 

(Abcam), anti-fibronectina (Abcam) e anti-α-actina (Abcam) foram usados. Seções 

montadas em ProLong Gold Anti-Fading Reagent com 40,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI; Invitrogen), visualizadas e fotografadas usando um microscópio Carl-Zeiss 

Imager.D2. 
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3.4. Monitoramento  

3.4.1 Coluna vertebral 

As alterações da coluna vertebral foram avaliadas por meio de Raio X. A 

imagem radiográfica de cada animal foi analisada no software ZEN com o intuito de 

quantificar o desvio de coluna. O desvio da coluna é calculado por KI, o qual é uma 

razão entre o comprimento de uma linha reta da última vértebra cervical até a sexta 

vértebra lombar (AB) e o comprimento de uma linha perpendicular a esta, da borda 

dorsal da vértebra no ponto de maior curvatura até a primeira linha (CD). A gravidade 

da lordose é inversamente proporcional ao valor de KI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2 Morfologia  

Para selecionar os fragmentos de aorta, utilizou-se a coloração de Azul de 

Toluidina com bórax 1%, pois é um corante de rápida ação. 

De cada fragmento dos órgãos escolhidos neste estudo foram feitos 3 cortes 

equidistantes e destinados a diferentes mensurações. 

 

3.4.2.1 Fenótipo Aórtico 

Para cada animal foram analisados três cortes transversais da aorta e, por 

microscopia óptica, foram contadas as fragmentações das fibras elásticas (N) de cada 

corte. Por meio do número de fragmentações foi desenvolvido o índice de integridade 

das fibras elásticas (EFI), calculado seguindo GYURICZA et al. (2020): 

 

 

A 

B 
C 

D 

Figura 1. Medida para definir o fenótipo esquelético. Imagens do raio-x de um animal selvagem 

exemplificando o método de quantificação do fenótipo esquelético, o KI, indicando as linhas para 

executar o cálculo (razão AB/CD).  
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3.4.2.2 Fenótipo Cardíaco 

Os cortes coronais do coração foram microfotografados em aumento 25x. A área 

total do corte coronal foi mensurada por meio da ferramenta "contourn" do software 

ZEN. As espessuras dos ventrículos foram mensuradas por linhas traçadas da borda 

luminal das cavidades ventriculares até a borda do tecido de revestimento cardíaco de 

cada cavidade ventricular por meio da ferramenta "line" do softaware ZEN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT MFS 

Figura 2. Fragmentação das fibras elásticas. Imagens exemplificando o método de quantificação 

das fragmentações das fibras elásticas. Microfotografia de corte transversal das aortas no aumento 

400x no grupo selvagem (WT) e no grupo Marfan (MFS). As setas indicam a ruptura das fibras 

elásticas. Barra 10μm 

A B 
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3.4.2.3 Fenótipo Pulmonar 

Os cortes pulmonares foram fotografados em aumento 400x na periferia do corte 

em todos os grupos. A área dos alvéolos foi mensurada usando a ferramenta "contourn" 

do software ZEN. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2.4 Fenótipo Renal 

Os cortes renais foram fotografados em aumento 400x na região cortical do rim. 

Após identificados os glomérulos nas microfotografias, a cápsula glomerular e o polo 

vascular foram contornados por meio da ferramenta "contourn" do software ZEN. O 

Figura 3. Mensurações cardíacas. Imagens exemplificando o método de quantificação das medidas 

do fenótipo cardíaco. Microfotografia do corte coronal do coração no aumento 25x no grupo selvagem 

(WT). Em “A” as linhas vermelhas pontilhadas representam a área total do corte coronal e em “B” as 

retas vermelhas representam a espessura do ventrículo direito e as setas amarelas representam a 

espessura do ventrículo esquerdo. Barra 200μm. 

Figura 4. Mensuração pulmonar. Imagens exemplificando o método de quantificação da medida do 

fenótipo pulmonar. Microfotografia do corte transversal de pulmão no aumento 400x no grupo 

selvagem (WT). As áreas tracejadas em vermelho representam área alveolar mensurada. Barra 10μm. 
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espaço urinário do glomérulo foi calculado por meio da subtração da área da cápsula 

glomerular e da área do polo vascular de cada glomérulo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4.2.5 Intensidade das Imunofluorescências  

Os cortes imunomarcados pela técnica de imunofluorescência foram 

fotografados em aumento 400x na região de interesse. Após a microfotografia, foi 

definida a intensidade das colorações azul, cinza, verde e vermelho por meio da 

ferramenta "perfil" do software ZEN.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mensurações do rim. Imagens exemplificando o método de quantificação das medidas do fenótipo renal. Microfotografia 

do corte transversal de rim no aumento 400x no grupo selvagem (WT). A área tracejada em vermelho representa a área da cápsula 

glomerular, a área preenchida em amarelo representa a área do espaço urinário e a área trajada em preto representa a área do polo 

vascular. Barra 10μm. 

Figura 6. Mensuração da intensidade da imunofluorescência. Imagens exemplificando o método de 

quantificação da intensidade das cores das microfotografias. Microfotografia do corte transversal de rim no 

aumento 400x no grupo selvagem (WT). A seta branca indica a intensidade de azul, a cabeça de seta branca 

a intensidade do cinza, a seta branca pontilhada a intensidade do vermelho e a seta amarela a intensidade do 

verde na microfotografia. Barra 10μm. 
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3.4 Análise Estatística  

Para o presente estudo foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a 

normalidade. Quando os dados apresentaram uma distribuição normal, foi utilizado o 

teste t de Student para amostras independentes. Contudo, quando os dados apresentaram 

uma distribuição considerada não normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi 

utilizado o teste U de Mann-Whitney. Qualquer valor ρ inferior a 0,05 foi determinado 

como estaticamente significativo. Para esse estudo foi utilizado o software Prism 5.0. 
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4. RESULTADOS 
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Para esse estudo foram utilizados os animais da cepa 129/Sv devido a sua 

variabilidade fenotípica. Especificamente para esses experimentos, foram selecionados 

aqueles animais com fenótipo esquelético grave. 

 

4.1 Expressão gene Fbn1 

4.1.1 3 meses  

Aos 3 meses observou-se que os níveis de expressão do gene Fbn1 total e do 

alelo selvagem dos animais do grupo WT foram significantemente maiores quando 

comparados com os animais dos grupos MFS e MFS
Trat

. Por outro lado, notou-se que os 

animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram expressão dos alelos Fbn1 selvagem e mutante 

do gene Fbn1 significativamente maior quando comparado com grupo MFS. Mostramos 

que a terapia com Losartan estimula a expressão do gene Fbn1, sem discriminação dos 

alelos selvagens ou mutantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Gráfico de expressão do gene Fbn1 no pulmão aos 3 meses. A expressão do gene Fbn1 no 

pulmão dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Em “A” evidenciou a expressão total do gene Fbn1, o qual 

mostrou uma redução significante nos grupos MFS e MFSTrat quando comparado com o grupo WT. Em “B” 

evidenciou a expressão do gene Fbn1 selvagem e observou-se que os animais do grupo MFS e MFSTrat 

apresentaram uma expressão significativamente menor quando comparada com o grupo WT. Em “C” 

evidenciou a expressão do gene Fbn1 mutante e os animais dos grupos MFS e MFSTrat apresentaram uma 

expressão significantemente maior quando comparado com o grupo WT. * p<0,05 e ** p<0,005. 

A B C 
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4.1.2 6 meses 

Aos 6 meses observamos que o nível de expressão total e do alelo selvagem de 

Fbn1 apresentou-se significantemente maior no grupo WT quando comparado com os 

grupos MFS e MFS
Trat

. Diferentemente do período de 3 meses, aos 6 meses não foi 

observada diferença estatística entre os grupos MFS e MFS
Trat

 na expressão total, alelo 

selvagem e alelo mutante do gene Fbn1, mostrando que a terapia não influenciou na 

expressão do gene da Fbn1 aos 6 meses. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esse resultado da expressão gênica da Fbn1 sugere que o modelo mg∆
lpn

 é um 

modelo de mutação dominante negativa, pois expressa o alelo selvagem em menor 

quantidade que o alelo mutante, além de expressar o alelo mutante.  

 

4.2 Fenótipo da Coluna vertebral 

4.2.1 3 meses 

Os defeitos na coluna vertebral são uma das características principais da MFS, 

tanto em modelos animais quanto nos pacientes. Observou-se aos 3 meses que os 

animais do grupo MFS e MFS
Trat

 apresentaram hiperlordose. 

Por meio do Índice de Cifose (“Kyphosis índex”, KI) o fenótipo esquelético foi 

quantificado. Tanto os animais do grupo MFS quanto os animais do grupo MFS
Trat

 

apresentaram um valor significativamente menor de KI quando comparados com os 

Figura 8. Gráfico de expressão do gene Fbn1 no pulmão aos 6 meses. A expressão do gene Fbn1 no 

pulmão dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Em “A” evidenciou a expressão total do gene Fbn1, o qual 

mostrou uma redução significante nos grupos MFS e MFSTrat quando comparado com o grupo WT. Em “B” 

evidenciou a expressão do gene Fbn1 selvagem e observou-se que os animais do grupo MFS e MFSTrat 

apresentaram uma expressão significativamente menor quando comparada com o grupo WT. Em “C” 

evidenciou a expressão do gene Fbn1 mutante e os animais dos grupos MFS e MFSTrat apresentaram uma 

expressão significantemente maior quando comparado com o grupo WT. * p<0,05 e *** p<0,0001   

A B C 
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animais do grupo WT, mostrando que a terapia com Losartan não altera o fenótipo aos 3 

meses de idade 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2 6 meses 

Aos 6 meses, observamos que os animais do grupo MFS e MFS
Trat

 apresentaram 

características semelhantes ao período de 3 meses, como a hiperlordose na região 

torácica e uma redução significante do KI. Indicando que o Losartan não tem efeito 

sobre o defeito da coluna vertebral no modelo mg∆
lpn 

 

A 

B 

Figura 9. Fenótipo esquelético 3 meses. Em “A” são as radiografias representativas dos grupos  WT, MFS 

e MFSTrat. Em “B” é o gráfico do índice de KI, o qual evidenciou que os grupos MFS e MFSTrat foram 

significantemente menor quando comparado com grupo WT. Além disso, não se observou diferença 

estatística entre os grupos MFS e MFSTrat. ** P<0,005 

A 
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4.3 Fenótipo aórtico  

4.3.1 Aspectos morfológicos. 

A fragmentação das fibras elásticas é uma característica típica na síndrome de 

Marfan. Em análises, por meio de microscopia de varredura, foram observadas 

fragmentações nas fibras elásticas no grupo MFS, tanto aos 3 meses quanto aos 6 

meses. Nota-se que além das fragmentações das fibras elásticas o tecido apresentou uma 

dismorfologia do tecido. Por outro lado, ao analisar o tecido do grupo MFS
Trat,

 

observamos atenuação das fragmentações das fibras elásticas e das alterações teciduais.  
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3 meses 

Figura 10. Fenótipo esquelético 6 meses. Em “A” são as radiografias representativas dos grupos  WT, 

MFS e MFSTrat. Em “B” é o gráfico do índice de KI, o qual evidenciou que os grupos MFS e MFSTrat foram 

significantemente menor quando comparado com grupo WT. Além disso, não se observou diferença 

estatística entre os grupos MFS e MFSTrat. ** P<0,005 

B 
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4.3.2 Taxa de integridade das fibras elásticas. 

Ao mensuramos a integridade das fibras elásticas nos grupos aos 3 meses, 

observa-se que os animais WT apresentam um índice de 0,95, indicando um arranjo 

estrutural íntegro. Por outro lado, na MFS esse índice foi de 0,70, indicando uma 

significante e intensa fragmentação das fibras elásticas, sendo esta uma característica 

pertencente da MFS. Interessantemente, o grupo MFS
Trat

 apresentou um índice de 0,81, 

indicando uma melhora fenotípica quando comparado aos animais MFS, contudo 

apresentou-se significantemente menos íntegro que nos animais do grupo WT.  

O grupo WT aos 6 meses apresentou um índice de 0,95, o qual além de indicar 

um arranjo estrutural íntegro das fibras elásticas, manteve o mesmo índice ao longo do 

tempo. Opostamente a essa situação, o grupo MFS aos 6 meses apresentou um índice de 

0,59, o qual foi significativamente menor que o índice do grupo WT, além de ter 

mostrado um declínio estrutural ao longo do tempo ao comparar com o grupo MFS com 

3 meses. Já no grupo MFS
Trat

 foi apresentado um índice de 0,83, o qual foi 

significativamente maior que o índice do grupo MFS, porém foi significantemente 

menor que o grupo WT. 

WT MFS MFS
Trat

 

6 meses 

Figura 11. Análise das fibras elásticas por meio de microscopia eletrônica de varredura. As 

eletromicrografias são representativas dos grupos  WT, MFS e MFSTrat tanto aos 3 meses quanto aos 6 

meses. Observou-se que as fibras elásticas no grupo WT apresentaram sua característica clássica com 

forma contínua com trajeto serpenteado (seta preta). No grupo MFS observou-se fragmentações/ruptura das 

fibras elásticas (seta amarela). No grupo MFSTrat observou-se pequenas fissuras nas fibras elásticas (seta 

vermelha), indicando atenuação do fenótipo das fibras elásticas. A descrição de cada grupo foi observada 

tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. As setas pretas indicam as fibras elásticas. Barra 1μm.  
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Esses resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam um declínio 

estrutural ao longo do tempo. Interessantemente, o tratamento com Losartan indica uma 

melhora do fenótipo tanto aos 3 quanto aos 6 meses.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3 Fluxo sanguíneo da aorta. 

A aorta é um vaso de suma importância, pois distribui o fluxo sanguíneo do 

coração para todos os órgãos do corpo. Além disso, o fluxo sanguíneo da aorta está 

envolvido em diversos processos fisiológicos e patológicos.  

Aos 3 meses os animais do grupo WT apresentaram um valor médio de 1,57 

mL/min ±0,36 mL/min de fluxo sanguíneo. Já os animais do grupo MFS apresentaram 
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Figura 12. Taxa de integridade de fibras elásticas.  Em “A” são microfotografias representativas dos 

grupos WT, MFS e MFSTrat de uma região da aorta torácica. As setas representam as fragmentações das 

fibras elásticas. Em “B” observou-se que tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses o grupo MFS apresentou 

uma taxa de integridade de fibra elástica significantemente reduzida quando comparado com os grupo WT 

e MFSTrat. Por outro lado, o grupo MFSTrat apresentou uma taxa de integridade de fibra elástica 

significantemente menor que o grupo WT. Barra 10μm. ** p<0,005, *** p<0,0001. 



49 

 

WT MFS MFS trat
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
**

Fluxo Sanguíneo da Aorta
aos 3 meses

m
L

/m
in

WT MFS MFS trat
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 ***

Fluxo Sanguíneo da Aorta
aos 6 meses

m
L

/m
in

um valor médio de 1,43 mL/min ±0,44 mL/min sem apresentar diferença estatística com 

o grupo WT. Contudo, os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram um valor médio de 

1,18 mL/min ±0,39 mL/min, que foi significativamente menor que os valores de fluxo 

sanguíneo dos animais dos grupos WT e MFS.  

Observa-se que aos 6 meses o grupo WT apresentou um valor médio de 1,56 

mL/min ±0,26 mL/min de fluxo sanguíneo, sendo este valor médio próximo ao valor 

médio do grupo WT aos 3 meses, o que indica que nesse período de 3 a 6 meses da vida 

do camundongo o fluxo sanguíneo se manteve com valores próximos. Por outro lado, os 

animais do grupo MFS apresentaram 1,21 mL/min ±0,36 mL/min de fluxo sanguíneo, 

sendo significantemente menor que o grupo WT. Já os animais do grupo MFS
Trat

 

apresentaram um valor médio de 1,28 mL/min ±0,41 mL/min, tendo um fluxo 

sanguíneo significativamente menor apenas quando comparado ao grupo WT.  

Esses resultados sugerem que os animais selvagens apresentam nesse período de 

vida (3 a 6 meses de idade) um valor médio constante de fluxo sanguíneo. Contudo, 

esse perfil do macro-fluxo sanguíneo da aorta não foi observado no grupo MFS 

indicando alterações no fluxo sanguíneo nesse período analisado. Por fim, sugere-se que 

a terapia dos animais MFS
Trat

 tem efeito de reduzir o fluxo sanguíneo apenas aos 3 

meses, uma vez que aos 6 meses seus valores não apresentaram diferença estatística 

quando comparados com os animais MFS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT MFS MFSTrat WT MFS MFSTrat 

Figura 13. Fluxo sanguíneo da aorta torácica. O fluxo sanguíneo foi avaliado por meio de probes 2SB, 

T206, Transonic Systems Inc. Aos 3 meses o grupo MFSTrat mostrou um fluxo sanguíneo significantemente 

menor quando comparado com o grupo WT e MFS. Além disso, foi observada uma não diferença 

significante entre os grupos WT e MFS. Por outro lado, aos 6 meses, tanto o grupo MFS como o MFSTrat 

apresentaram um fluxo sanguíneo significantemente menor quando comparado com grupo WT. Ademais, 

não se observou diferença entre os grupos MFS e MFSTrat. ** p<0,005, *** p<0,0001. 
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4.3.4 Fluxo sanguíneo da aorta: Curva espectral. 

4.3.4.1 3 meses  

Ao mensurar o fluxo sanguíneo da aorta, observou que os animais do grupo WT 

apresentaram uma curva espectral monofásica com picos sistólicos e curva de diástole 

uniforme. Por outro lado, Os animais do grupo MFS, apresentaram figuras atípicas na 

curva de diástole e extrasistole na curva espectral, além de apresentar uma 

irregularidade dos picos sistólicos característicos de ser arrítmicos. Interessantemente, 

os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram, uma curva espectral uniforme, porem com 

picos sistólicos menores, quando comparado com o grupo WT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Curva Spectral do fluxo sanguíneo da aorta torácica aos 3 meses. A curva spectral do fluxo 

sanguíneo no grupo WT apresenta um pico sistólico (seta preta) uniforme e uma curva diastólica (ponta de 

seta) retilínea. Já no grupo MFS observa-se picos sistólicos em diferentes alturas (setas pretas e seta 

vermelha) e uma curva diastólica alterada (cabeça de seta vermelha). Já no grupo MFSTrat observa-se a 

recuperação da uniformidade do fluxo sanguíneo com pico sistólico uniforme (seta preta) e curva diastólica 

retilínea (cabeça de seta)  
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4.3.4.1 6 meses  

Semelhantemente aos animais de 3 meses observou que os animais do grupo WT 

apresentaram uma curva espectral monofásica com picos sistólicos e curva de diástole 

uniforme. Já os animais do grupo MFS, apresentaram figuras atípicas na curva de 

diástole, extra sístole e picos arrítmicos na curva espectral. Sugerindo que os animais do 

grupo MFS, apresentam um distúrbio no fluxo sanguíneo em ambos períodos 

analisados.  

Já os animais do grupo do grupo MFS
Trat

 apresentaram, uma curva espectral 

uniforme com picos sistólicos menores, quando comparado com o grupo WT. 

Sugerindo que a terapia modifica o fluxo sanguíneo atenuando as figuras atípicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Curva Spectral do fluxo sanguíneo da aorta torácica aos 6 meses. A curva spectral do fluxo 

sanguíneo no grupo WT apresenta um pico sistólico (seta preta) uniforme e uma curva diastólica (ponta de 

seta) retilínea. Já no grupo MFS observa-se picos sistólicos em diferentes alturas (setas pretas e seta 

vermelha), uma curva diastólica alterada (cabeça de seta vermelha) e picos arrítmicos sugestivos (chave 

roxa). Já no grupo MFSTrat observa-se a recuperação da uniformidade do fluxo sanguíneo com pico sistólico 

uniforme (seta preta) e curva diastólica retilínea (cabeça de seta)  
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4.4 Fenótipo Cardíaco. 

4.4.1 3 meses  

O coração é um órgão essencial para o sistema circulatório, o qual impulsiona, 

por meio de bombeamentos, o fluxo sanguíneo para os vasos. Observou-se que os 

animais WT apresentaram 0,931x10
6 

μm
2 

de área total. Diferentemente dos animais 

WT, os animais do grupo MFS (1,161x10
6 

μm
2
) apresentaram uma área total do coração 

significantemente maior comparada ao grupo WT. Já os animais do grupo MFS
Trat

 

apresentaram 1,101x10
6 

μm
2
 de área cardíaca e não se observou uma diferença 

estatística em relação ao grupo MFS, apesar de apresentarem uma área total 

significantemente maior comparados ao grupo WT. Esses resultados mostraram que a 

dilatação cardíaca ocorre nos animais MFS aos 3 meses, independentemente da terapia.  

Nota-se também que a espessura do ventrículo esquerdo do grupo WT 

apresentou como média 568,1μm ± 102,6μm, que foi significantemente menor quando 

comparado com o grupo MFS (662,9μm ± 113,9), sugerindo um processo de hipertrofia 

ventricular. Por outro lado, os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram um espessamento 

de 471,7μm ± 154,9, que foi significantemente menor que os animais do grupo WT e 

MFS.  

Já o ventrículo direito dos animais do grupo WT mostrou uma espessura média 

de 172,5μm ± 34,72, que foi significantemente menor que nos animais do grupo MFS, 

os quais apresentaram um valor de médio de 208,1μm ± 44,23. Além disso, observou-se 

que os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram um valor médio de 190,2μm ± 43,5, 

sendo significantemente menor apenas quando comparados com os animais do grupo 

MFS.  

Esses resultados sugerem que os animais MFS apresentam alterações cardíacas e 

que o tratamento com Losartan atenua o fenótipo do ventrículo esquerdo.  
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4.4.1.1 Imunomarcação 

4.4.1.1.1 Fibrilina-1 

Sabidamente, a fibrilina-1 é um componente importantíssimo para as 

microfibrilas e estas apresentam uma expressão abundante no ventrículo esquerdo do 

coração. Foi observado que os animais do grupo MFS apresentaram uma 

imunomarcação significantemente menor de fibrilina-1 quando comparados com os 

animais do grupo WT, sugerindo que a redução da proteína fibrilina-1 pode contribuir 

para os fenótipos cardíacos da síndrome de Marfan. Interessantemente, os animais do 

grupo MFS
Trat

 apresentaram uma imunomarcação significantemente menor que os 

animais dos grupos WT e MFS.  

 

 

 
WT MFS MFS

Trat
 

DAPI/fibrilina-1 

B 

Figura 16. Morfologia Cardíaca aos 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas do corte coronal do 

coração dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Em “B” foi observado que tanto o grupo MFS quanto o grupo MFSTrat 

apresentaram uma área total significativamente maior quando comparado com o grupo WT. Além disso, entre o grupo 

MFS e MFSTrat não se observou diferença estatística. A espessura do ventrículo esquerdo do grupo MFS apresentou-se 

significantemente maior quando comparado com o grupo WT. Já a do grupo MFSTrat apresentou-se significantemente 

menor quando comparado com os grupos WT e MFS. A espessura do ventrículo direito do grupo MFS apresentou-se 

significantemente maior quando comparado apenas com o grupo WT. 

A 
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4.4.1.1.2 Metaloproteinase-9 

Interessantemente, a imunomarcação da MMP-9 apresentou-se em menor 

intensidade quando comparada com outros tecidos. Aos 3 meses observou-se que os 

animais do grupo WT apresentaram uma imunomarcação significantemente menor 

quando comparada com os animais dos grupos MFS e MFS
Trat

.  

Além disso, observou que no grupo MFS apresentou uma imunomarcação 

significantemente maior quando comparada com grupo MFS
Trat

, sugerindo que a terapia 

tem efeito sobre a imunomarcação de MMP-9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Intensidade fibrilina1 

aos 3 meses   
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Figura 17. Fibrilina-1 e o tecido cardíaco aos 3 meses. Em “A” são microfotografia representativas da 

imunomarcação de fibrilina-1 na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de fibrilina-1 no citoplasma do músculo cardíaco (seta branca) e de uma intensidade maior no endocárdio 

(seta amarela). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua 

intensidade é significantemente menor quando comparado com o grupo WT, e o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente menor quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. * p<0,05. 
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4.4.1.1.3 Fibronectina 

Ao avaliar fibronectina, que é uma microfibrila que auxilia nas interações na 

MEC, observou-se que a imunomarcação desse componente no grupo MFS foi 

significantemente maior quando comparado com os animais do grupo WT, sugerindo 

que possa ter uma compensação de componentes microfibrilares, uma vez que se 

observou uma redução das fibras elásticas. Interessantemente, os animais MFS
Trat

 

apresentaram uma imunomarcação significativamente maior quando comparados com 

os animais WT e MFS, sugerindo que a terapia pode aumentar a imunomarcação na 

Intensidade MMP-9 

Aos 3 meses   

WT MFS MFS
Trat

 

DAPI/MMP-9 

A 

B 

Figura 18. MMP-9 e o tecido cardíaco aos 3 meses. Em “A” são microfotografia representativas da imunomarcação 

de MMP-9 na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de MMP-9 no 

citoplasma do músculo cardíaco (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No 

grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente maior quando comparado com o grupo WT e 

MFSTrat, e o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente menor quando comparado com os 

grupos WT e MFS. Barra 10μm. * p<0,05. 
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tentativa de compensar os desarranjos estruturais causados pela deficiência das fibras 

elásticas.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.2 6 meses  

Ao analisar os fenótipos cardíacos aos 6 meses, observou-se que a área total do 

corte coronal do coração não apresentou diferença estatística entre os grupos, embora o 

valor médio dos animais do grupo MFS apresentou uma média maior quando 

comparado com o grupo WT e MFS
Trat

.  

A espessura do ventrículo esquerdo do grupo WT apresentou uma média de 

534,7μm ± 92,65μm e foi significantemente menor que o grupo MFS, o qual apresentou 

WT MFS MFS
Trat

 

DAPI/Fibronectina  

Intensidade fibronectina 

aos 3 meses   

A 

B 

Figura 19. Fibronectina e o tecido cardíaco aos 3 meses. Em “A” são microfotografia representativas da 

imunomarcação de fibronectina na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de fibronectina no citoplasma do músculo cardíaco em maior destaque nos grupos MFS e MFSTrat (seta 

branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é 

significantemente maior quando comparado com o grupo WT, e o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação 

significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001. 
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uma média de 629,8μm ± 127,90μm. Esse resultado sugere que os animais do grupo 

MFS aos 6 meses apresentam um processo de hipertrofia concêntrica do ventrículo 

esquerdo. Por outro lado, o grupo MFS
Trat

 apresentou uma média de 452,9μm 

±99,16μm, que foi significantemente menor que os grupos WT e MFS, indicando uma 

atenuação do fenótipo. 

Interessantemente, o grupo MFS apresentou o ventrículo direito (215,5μm 

±47,13μm) significantemente maior quando comparado com o grupo WT (177,6μm 

±31,26μm), sugerindo um processo de hipertrofia concêntrica do ventrículo direito. 

Além disso, foi observado que os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram um valor 

médio de 240μm ±41,84μm, sendo significantemente maior que os animais dos grupos 

WT e MFS.  
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Figura 20. Morfologia Cardíaca aos 6 meses. Em “A” são microfotografia representativas do corte coronal do 

coração dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Em “B” foi observado uma não diferença estatística entre os três grupo WT, 

MFS e MFSTrat. A espessura do ventrículo esquerdo do grupo MFS apresentou-se significantemente maior quando 

comparado com o grupo WT e MFSTrat, já o grupo MFSTrat apresentou-se significantemente menor quando comparado 

com os grupos WT e MFS. A espessura do ventrículo direito do grupo MFS apresentou-se significantemente maior 

quando comparado apenas com os grupos WT e MFSTrat, já no grupo MFSTrat apresentou-se significantemente maior 

quando comparado com os grupos WT e MFS. 
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4.4.2.1 Imunomarcação 

4.4.2.1.1 Fibrilina-1 

Aos 6 meses foi observada persistência na redução significante da proteína de 

fibrilina-1 no grupo MFS quando comparado com o grupo WT, sugerindo que os 

animais do grupo MFS apresentam uma constante redução da imunomarcação das 

fibrilinas1. Por outro lado, observou-se que o grupo MFS
Trat

 apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com os grupos WT e 

MFS, sugerindo que cronicidade da terapia pode promover um aumento de fibrilina-1 

no tecido cardíaco.  
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Figura 21. Fibrilina-1 e o tecido cardíaco aos 6 meses. Em “A” são microfotografia representativas da 

imunomarcação de fibrilina-1 na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de fibrilina-1 no citoplasma do músculo cardíaco (seta branca) e uma intensidade maior no endocárdio (seta 

amarela). Além disso, no grupo MFS foi apresentada uma aglomeração de núcleos de forma não estrutural (seta branca 

pontilhada). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua 

intensidade é significantemente menor quando comparado com o grupo WT e MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou 

uma imunomarcação significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. * p<0,05. 
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4.4.2.1.2Metaloproteinase-9 

Observa-se aos 6 meses um perfil semelhante dos grupos WT e MFS, quando 

comparados ao período de 3 meses. Os animais do grupo MFS apresentaram uma 

imunomarcação significantemente maior quando comparados com os animais do grupo 

WT. Curiosamente, os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram uma imunomarcação 

significantemente maior quando comparados com o grupo WT e menor quando 

comparado MFS, sugerindo que os animais do grupo MFS
Trat

 podem ter uma apresentar 

uma atenuação fenotípica.   
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Figura 22. MMP-9 e o tecido cardíaco aos 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação 

de MMP-9 na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de MMP-9 no 

citoplasma do músculo cardíaco (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No 

grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente maior quando comparado com o grupo WT e 

MFSTrat, e o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente maior quando comparado com os 

grupos WT. Barra 10μm. * p<0,05. 
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4.4.2.1.3 Fibronectina 

Como já mencionado, a fibronectina auxilia na formação das fibras elásticas e, 

opostamente ao período de 3 meses, observa-se que os animais do grupo MFS 

apresentaram uma imunomarcação significantemente menor quando comparada com os 

animais do grupo WT. Esse resultado sugere que os animais do grupo MFS apresentam 

um declínio progressivo das microfibrilas ao longo do tempo. Por outro lado, o grupo 

MFS
Trat

 apresentou uma imunomarcação significantemente maior quando comparada 

com os grupos WT e MFS, sugerindo que a terapia ao longo do tempo estimula a 

produção de fibronectina no tecido cardíaco.  
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Figura 23. Fibronectina e o tecido cardíaco aos 6 meses. Em “A” são microfotografia representativas da 

imunomarcação de fibronectina na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de fibronectina no citoplasma do músculo cardíaco em maior destaque nos grupos WT, MFS e MFSTrat (seta 

branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é 

significantemente menor quando comparado com o grupo WT e MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. ** p<0,005, 

*** p<0,0001. 
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4.5 Fenótipo pulmonar 

4.5.1 3 meses. 

Uma das características do fenótipo da síndrome de Marfan é alteração do 

parênquima pulmonar. Foi observado aos 3 meses que os animais do grupo WT 

apresentaram o fenótipo clássico: Aparência de “cachos de uva”, composto 

internamente por um epitélio de células pavimentosas sustentadas por um tecido 

conjuntivo frouxo, o qual é entremeado por capilares. Os animais do grupo MFS 

apresentam um alargamento do epitélio, com espessamento do tecido conjuntivo na 

base do epitélio, embora, concomitantemente, tenham sido observadas fragmentações 

do tecido conjuntivo entre os alvéolos. Interessantemente, os animais do grupo MFS
Trat

 

apresentaram uma atenuação das alterações do parênquima alveolar. 
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Figura 24. Morfologia pulmonar aos 3 meses. Em “A” são eletromicrografias representativas do pulmão dos grupos 

WT, MFS e MFSTrat. Em “B” são microfotografias representativas do pulmão dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Os 

asteriscos mostram a luz alveolar e as setas indicam a parede do tecido pulmonar. Em “A” a barra é 1μm e em “B” a 

barra é 10μm 
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Figura 24. Morfologia pulmonar aos 3 meses. Em “A” são eletromicrografias representativas do pulmão dos grupos 

WT, MFS e MFSTrat. Em “B” são microfotografias representativas do pulmão dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Os 

asteriscos mostram a luz alveolar e as setas indicam a parede do tecido pulmonar. Em “A” a barra é 1μm e em “B” a 

barra é 10μm 
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Os valores das áreas dos alvéolos pulmonares no grupo WT apresentaram como 

valor médio 208,6 μm
2
 e o grupo MFS apresentou uma área média de 1339 μm

2
, sendo 

significativamente maior quando comparado com o grupo WT. A literatura revela que a 

terapia com Losartan tem potencial na atenuação fenotípica, fato esse observado em 

nossos achados. No grupo MFS
Trat

 observou-se uma área de 838,7 μm
2
, sendo 

estatisticamente menor que o grupo MFS, contudo significativamente maior que o 

grupo WT. Esse resultado sugere que, com 3 meses de terapia, nota-se uma atenuação 

fenotípica com redução da área alveolar, embora ainda tenha se observado um aumento 

quando comparado com WT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2 Imunomarcação  

4.5.2.1 Fibrilina-1 

A proteína fibrilina-1 é uma das principais proteínas que compõem o sistema 

elástico e está amplamente distribuída na parede alveolar. Aos 3 meses observa-se no 

grupo WT uma ampla imunomarcação ao redor dos alvéolos, sendo uma característica 

presente em animais selvagens. Por outro lado, no grupo MFS, observa-se uma 

imunomarcação significantemente reduzida quando comparada com grupo WT. Este 

fato sugere que possa ser decorrente da mutação presente na doença. Curiosamente, o 

tratamento com Losartan no grupo MFS
Trat

 apresentou uma imunomarcação 

significantemente reduzida quando comparada com o grupo WT e MFS. Esse fato 

sugere que o tratamento nesse período não teve efeito na produção da proteína de 

fibrilina-1. 

 

Figura 25. Morfometria do pulmão aos 3 meses. Foi observado que a área da luz alveolar no grupo MFS foi 

significativamente maior quando comparado com o grupo WT e MFSTrat. Por outro lado, o MFSTrat apresentou-se 

significantemente maior que os animais WT. *** p<0,0001.  
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4.5.2.2 Metaloproteínase-9  

A MMP-9 é uma enzima responsável por degradar fibras elásticas e neste estudo 

observou-se a presença dessa proteína na parede alveolar dos animais. Notou-se também 

que tanto os animais do grupo WT quanto MFS não tiveram diferença estatística na 

intensidade da imunomarcação. Sugerimos que possa ser decorrente da diferença 

numérica dos alvéolos, uma vez que os animais do grupo MFS apresentam menos 

alvéolos por foto em razão do seu alargamento. Por outro lado, a imunomarcação dessa 

proteína nos animais do grupo MFS
Trat

 mostrou-se significativamente reduzida quando 

comparado com os animais do grupo WT e MFS.  
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Figura 17. Fibrilina-1 e o tecido cardíaco aos 3 meses. Em “A” são microfotografia representativas da 

imunomarcação de fibrilina-1 na parede ventricular do coração dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observado a 

presença de fibrilina-1 no citoplasma do músculo cardíaco (seta branca) e de uma intensidade maior no endocárdio 

(seta amarela). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou a sua 

intensidade significantemente menor quando comparado com o grupo WT, e o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente menor quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. * p<0,05. 
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Figura 26. Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de fibrilina-1 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de 

fibrilina-1 no parênquima pulmonar de forma difusa em toda extensão dos alvéolos. Em “B” é um gráfico que 

apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente menor 

quando comparado com o grupo WT. Por outro lado, o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação 

significativamente menor tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** 

p<0,0001.  
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4.5.2.3 Fibronectina. 

A fibronectina é uma proteína da MEC que desempenha diversas funções 

teciduais, como no auxilio da formação das fibras elásticas. Novamente observamos 

uma ampla distribuição desse componente na parede alveolar dos animais de todos os 

grupos. Interessantemente, observamos que no grupo MFS houve uma imunomarcação 

significante mais forte ao comparar com os animais do grupo WT. Sugerimos que esse 

aumento significativo no grupo MFS possa ser uma maneira do tecido se adaptar na 

ausência de outros componentes microfibrilares. Além disso, notou-se que os animais 

MFS
Trat

 apresentaram uma imunomarcação significantemente mais forte quando 

comparado com os grupos WT e MFS, sugerindo que o tratamento possa aumentar as 

microfibras no parênquima pulmonar.  
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Intensidade MMP-9 
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WT MFS MFSTrat 
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Figura 27. MMP-9 e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação 

de MMP-9 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de MMP-9 em torno da 

parede dos alvéolos de todos os grupos, porém com intensidades diferentes. Em “B” é um gráfico que apresenta a 

intensidade do vermelho. Não foi observada diferença estatística entre os animais do grupo WT e MFS. No entanto, o 

grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente menor tanto quando comparado com grupo WT, 

quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.5.2.4 α-actina de Músculo Liso 

Ao avaliar α-actina de músculo liso, observou-se que os animais do grupo WT 

mostraram uma imunomarcação significantemente mais forte que os animais do grupo 

MFS e MFS
Trat

. Além disso, observou-se que os animais do grupo MFS apresentaram 

uma imunomarcação significantemente maior que os animais MFS
Trat

. Esses resultados 

sugerem que o grupo MFS tem uma redução da força ativa na parede alveolar, o que 

pode contribuir com fenótipo de alargamento alveolar.  
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Figura 28. Fibronectina e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de fibronectina nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de 

fibronectina em torno da parede dos alvéolos de todos os grupos (seta branca). Além disso, observou-se a presença de 

fibronectina de marcação com maior intensidade próxima aos núcleos (seta amarela). Em “B” é um gráfico que 

apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS foi observado uma intensidade de verde significantemente maior 

quando comparado com o grupo WT. No entanto, o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente 

maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.5.2 6 meses. 

 

Aos 6 meses observou-se que os animais dos grupos WT e MFS apresentaram as 

mesmas características que os animais com idade de 3 meses. Contudo, os animais do 

grupo MFS
Trat

 apresentaram um alargamento alveolar, tendo aspecto semelhante aos 

alvéolos do grupo MFS. 
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Figura 29. α-actina de músculo liso e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de α-actina de músculo liso nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de α-actina de músculo liso em torno da parede dos alvéolos de forma difusa em todos os grupos (seta 

branca), porém com diferentes intensidades. Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo 

MFS foi observada uma intensidade de vermelho significantemente menor quando comparado com o grupo WT. 

Contudo, o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente menor tanto quando comparado com 

grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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A área alveolar do grupo WT apresentou um valor médio 230,2 μm
2
 e do grupo 

MFS apresentou um valor médio de 1123 μm
2
, sendo este significantemente maior que 

WT. Já os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram uma área média de 1128 μm
2
, sendo 

esta significantemente maior que nos animais WT, porém não apresentaram diferença 

estatística com os animais do grupo MFS. Esse resultado sugere que a cronicidade da 

terapia não atenua o fenótipo pulmonar. 
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Figura 30. Morfologia pulmonar aos 6 meses. Em “A” são eletromicrografias representativas do pulmão dos grupos 

WT, MFS e MFSTrat. Em “B” são microfotografias representativas do pulmão dos grupos WT, MFS e MFSTrat. Os 

asteriscos mostram a luz alveolar e as setas indicam a parede do tecido pulmonar. Em “A” a barra é 1μm e em “B” a 

barra é 10μm. 
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4.5.3 Imunomarcação  

4.5.3.1 Fibrilina-1 

A imunomarcação da proteína fibrilina-1 aos 6 meses mostrou um padrão 

diferente em relação aos animais com 3 meses. Nesse período observou-se que os 

animais do grupo MFS apresentaram uma imunomarcação significativamente menor 

quando comparado com os animais WT e MFS
Trat

, sugerindo que os animais do grupo 

MFS apresentaram um declínio da expressão da fibrilina-1 ao longo do tempo. 

Opostamente, os animais MFS
Trat 

mostraram uma imunomarcação significantemente 

maior quando comparados com os animais do grupo WT e MFS, sugerindo que ao 

longo do tempo o parênquima pulmonar aumenta a expressão da proteína fibrilina-1.  
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Figura 31. Morfometria do pulmão aos 6 meses. Foi observado que a área da luz alveolar no grupo MFS e MFSTrat 

foi significativamente maior quando comparado com o grupo WT. Além disso, não foi observada diferença estatística 

entre os grupos MFS e  MFSTrat. *** p<0,0001.  
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4.5.3.2 Metaloproteínase-9 

Como já mencionado, a MMP-9 é uma enzima que tem como principal função 

degradar as fibras elásticas. Observou-se nesse estudo que os animais com MFS 

apresentaram uma imunomarcação significantemente maior quando comparado com os 

animais do grupo WT. Sugerimos que esse aumento possa ser decorrente de outros 

fatores bioquímicos presentes na MFS, porém, uma vez aumentada, pode contribuir na 

deterioração das fibras elásticas. Também foi observado que os animais do grupo 

MFS
Trat

 apresentaram uma imunomarcação significantemente maior quando 

comparados com ambos os grupos (WT  MFS), sugerindo que a cronicidade da terapia 

pode induzir um aumento da MMP-9 e, consequentemente, um aumento da elastase.  
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Figura 32. Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de fibrilina-1 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de 

fibrilina-1 no parênquima pulmonar de forma difusa em toda extensão dos alvéolos (seta branca). Em “B” é um 

gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente 

menor quando comparado com os grupos WT e MFSTrat. Por outro lado, o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 

10μm. *** p<0,0001.  
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Figura 33. MMP-9 e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação 

de MMP-9 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de MMP-9 em torno da 

parede dos alvéolos de todos os grupos, porém com intensidades diferentes. Em “B” é um gráfico que apresenta a 

intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma imunomarcação significativamente maior quando comparado 

com o WT e significantemente menor que o grupo MFSTrat.. O grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação 

significativamente maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** 

p<0,0001.  
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4.5.3.3 Fibronectina 

Aos 6 meses observou-se que a imunomarcação da fibronectina nos animais 

MFS foi significantemente maior quando comparada com os animais do grupo WT, 

sugerindo que possa estar acontecendo uma adaptação tecidual no parênquima pulmonar 

dos animais do grupo MFS. Já nos animais do grupo MFS
Trat

 observou-se uma 

imunomarcação significantemente mais forte em comparação com os animais do grupo 

WT e MFS, fato esse que nos leva a crer que a terapia com Losartan pode estimular a 

formação de novas fibras da MEC, auxiliando no processo de remodelamento tecidual. 
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Figura 34. Fibronectina e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de fibronectina nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de 

fibronectina em torno da parede dos alvéolos de todos os grupos (seta branca). Além disso, observou-se a presença de 

fibronectina de marcação com maior intensidade próxima aos núcleos (seta amarela). Em “B” é um gráfico que 

apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS foi observado uma intensidade de verde significantemente maior 

quando comparado com o grupo WT. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente maior 

tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.5.3.4 α-actina de Músculo Liso 

A α-actina de músculo liso está presente na parede alveolar dos animais de todos 

os grupos. Observou-se aos 6 meses que os animais do grupo MFS apresentaram uma 

imunomarcação significantemente maior quando comparado com o grupo WT e 

MFS
Trat

, sugerindo que o parênquima pulmonar necessita de processos ativos no 

remodelamento tecidual. Já no grupo MFS
Trat 

a imunomarcação apresentou-se 

significantemente mais fraca que nos animais do grupo MFS, porém mostrou-se mais 

forte que nos animais do grupo WT, indicando que a terapia pode atenuar o fenótipo, 

todavia não o recupera.  
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Figura 35. α-actina de músculo liso e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

imunomarcação de α-actina de músculo liso nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a 

presença de α-actina de músculo liso em torno da parede dos alvéolos de forma difusa em todos os grupos (seta 

branca), porém com diferentes intensidades. Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo 

MFS foi observada uma intensidade de vermelho significantemente maior quando comparado com o grupo WT e 

MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente maior quando comparado com o 

grupo WT. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6 Fenótipo Renal 

4.6.1 3 meses. 

O rim é um órgão de extrema importância para o organismo, pois tem a 

capacidade de conservar sais minerais e água e excretar resíduos metabólitos. Esse 

fenômeno só é possível, porque o rim apresenta sua unidade funcional, o néfron, 

interligada aos capilares arteriais. A região do néfron, que é interligada aos capilares, se 

chama de glomérulos, sendo esta a estrutura de interesse nesse estudo.  

Observou-se que aos 3 meses os animais do grupo MFS apresentaram uma área 

total glomerular significantemente menor quando comparada aos grupos WT e MFS
Trat

. 

Por outro lado, o grupo MFS
Trat

 mostrou uma recuperação, sendo significativamente 

maior que o grupo MFS, embora tenha ainda sido significantemente menor que o grupo 

WT.  

Já a área total do pólo vascular glomerular tanto no grupo MFS quanto no grupo 

MFS
Trat

 mostrou-se significantemente menor quando comparada com os animais do 

grupo WT. Além disso, não se observou diferença estatística entre o grupo MFS e o 

grupo MFS
Trat

. Interessantemente, entre a cápsula glomerular (estrutura que delimita o 

glomérulo) e a área do pólo vascular encontra-se uma estrutura chamada de espaço 

urinário. Nessa região, notou-se que nos animais do grupo MFS a área do espaço 

urinário foi significativamente menor quando comparada com o grupo WT e MFS
Trat

. 

No grupo MFS
Trat

, embora a área do espaço urinário tenha se mostrado 

significativamente maior que nos animais MFS, apresentou-se significativamente menor 

que nos animais do grupo WT. Esses resultados sugerem que os animais MFS 

apresentam uma dismorfologia na região de interligação vascular na unidade funcional 

do rim e que a terapia com Losartan atenua as alterações presentes na síndrome de 

Marfan. 
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4.6.2. Imunomarcação 

4.6.2.1 Fibrilina-1 

A proteína fibrilina1 é crucial para formação das fibras elásticas, sendo um dos 

principais componentes estruturais do rim. Observou-se que o grupo WT apresentou 

uma imunomarcação com intensidade significante maior quando comparado com os 

animais do grupo MFS e MFS
Trat

. Já os animais do grupo MFS
Trat

 mostraram uma 

imunomarcação significantemente maior que os animais do grupo MFS. Esses 

resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam uma possível alteração da 

estrutura do rim e que a terapia com Losartan atenua as alterações estruturais 

provocadas pela doença, embora não restaure o fenótipo.  
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Figura 36. Morfologia das estruturas glomerulares aos 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

morfologia glomerular dos grupos WT, MFS MFSTrat. Em “B” são apresentados gráficos que representam as estruturas 

mensuráveis do glomérulo. Foi observada nos grupos MFS e MFSTrat uma redução significativa da área glomerular, 

pólo vascular do glomérulo e do espaço urinário quando comparado com o grupo WT. Já o grupo MFSTrat apresentou 

uma área glomerular total e uma área do espaço urinário significantemente maior quando comparado com o grupo 

MFS. Barra 10μm. * p<0,05; ** p<0,005.  
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4.6.2.2 Metaloproteinase-9 

A MMP-9 é uma enzima que tem como principal função degradar fibras 

elásticas. Nesse estudo observou-se que o grupo MFS apresentou uma imunomarcação 

significantemente maior quando comparado com os animais dos grupos WT e MFS
Trat

. 

Interessantemente, os animais do grupo MFS
Trat

 não apresentaram diferença estatística 

quando comparados com os animais do grupo WT. Esses resultados sugerem que a 

MMP-9 pode agravar o fenótipo nos animais do grupo MFS e que a terapia com 

Losartan atenua a imunomarcação dessa enzima no tecido renal, sugerindo que pode ter 

uma atenuação das alterações das fibras elásticas.  
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Figura 37. Fibrilina-1 e o tecido renal 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de 

fibrilina-1 distribuída no parênquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca). Em “B” é um 

gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente 

menor quando comparado com os grupos WT e MFSTrat. Por outro lado, o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com grupo MFS, porém significativamente menor 

quando comparado com o grupo WT. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6.2.3 Fibronectina 

A fibronectina é uma microfibrila que também está presente no parênquima 

renal com função de estruturação. Observou-se uma imunomarcação no grupo WT 

significantemente maior quando comparada com os grupos MFS e MFS
Trat

. Além disso, 

observou-se que os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram um aumento significante em 

comparação com os animais do grupo MFS. Esse resultado sugere uma recuperação 

fenotípica no grupo MFS
Trat

, embora ainda seja significantemente menor quando 

comparado com os animais pertencentes ao grupo WT.  
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Figura 38. MMP-9 e o tecido renal 3meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de 

MMP-9 distribuída no parênquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca) nos grupos WT, MFS 

MFSTrat. Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFSTrat. Não foi observada 

diferença estatística entre os grupos WT e MFSTrat. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6.2.4 α-actina de músculo liso 

A α-actina de músculo liso tem uma função crucial nas estruturas celulares do 

rim. Observou-se que os animais do grupo WT apresentaram uma imunomarcação 

significantemente maior quando comparados com os grupos MFS e MFS
Trat

. Ademais, 

observou-se que os animais do grupo MFS
Trat

 apresentaram uma imunomarcação 

significantemente menor quando comparados com os animais do grupo MFS. 
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Figura 39. Fibronectina e o tecido renal 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação 

de fibronectina no parênquima renal nos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de fibronectina nos 

glomérulos de todos os grupos (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do verde. No grupo 

MFS foi observada uma intensidade de verde significantemente menor quando comparado com os grupos WT e 

MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente maior quando comparado com grupo 

MFS e menor quando comparado com grupo WT. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6.3 6 meses 

Observou-se que no período de 6 meses a área total do glomérulo do grupo WT 

foi significativamente maior quando comparada com os grupos MFS e MFS
Trat

. 

Contudo, não houve diferença estatística entre os grupos MFS e MFS
Trat

, sugerindo que 

o efeito terapêutico na síndrome de Marfan é temporário.  

Interessantemente, tanto a área total do pólo vascular do glomérulo, quanto o 

espaço urinário do grupo WT foram significantemente maiores quando comparados com 

os grupos MFS e MFS
Trat

. Porém, semelhantemente ao resultado da área glomerular 

total, não se encontrou diferença estatística entre os grupos MFS e MFS
Trat

, sugerindo 

que a dismorfologia da MFS persiste até aos 6 meses e que a terapia com Losartan não 

tem efeito na MFS ao longo do tempo. 
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Figura 40. α-actina e o tecido renal 3 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de α-

actina no parênquima renal nos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de α-actina nos glomérulos de 

todos os grupos (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS foi 

observada uma intensidade de vermelho significantemente menor quando comparado com o grupo WT e 

significantemente maior quando comparado MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação 

significativamente menor quando comparado com grupo WT. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6.3.1 Imunomarcação 

4.6.3.1.1 Fibrilina-1 

Como já mencionado a fibrilina-1 é uma proteína importantíssima para o rim em 

sua estruturação. Foi observado aos 6 meses que os animais do grupo MFS 

apresentaram uma imunomarcação significativamente menor quando comparados com 

os animais dos grupos WT e MFS
Trat

. Interessantemente, os animais do grupo MFS
Trat

 

mostraram uma imunomarcação significativamente maior quando comparados tanto 

com os animais do grupo WT, quanto com os animais do grupo MFS.  

Esse resultado sugere que a dismorfologia da síndrome de Marfan persiste até o 

tempo avaliado nesse estudo. Além disso, indicou que a terapia com Losartan aumenta a 

imunomarcação tanto no parênquima, como nas células, cronicamente. 
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Figura 41. Morfologia das estruturas glomerulares aos 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da 

morfologia glomerular dos grupos WT, MFS MFSTrat. Em “B” são apresentados gráficos que representam as estruturas 

mensuráveis do glomérulo. Foi observada nos grupos MFS e MFSTrat uma redução significativa da área glomerular, 

pólo vascular do glomérulo e do espaço urinário quando comparado com o grupo WT. Já o grupo MFSTrat apresentou 

uma área glomerular total significantemente maior quando comparado com o grupo MFS. Barra 10μm. * p<0,05; ** 

p<0,005; ***p<0,0001. 
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4.6.3.1.2 Metaloproteinase-9.  

Ao analisar MMP-9, observou-se que os animais do grupo WT apresentaram 

uma imunomarcação significativamente menor quando comparados com os animais do 

grupo MFS e MFS
Trat

. Por outros lado, observou-se que os animais do grupo MFS
Trat

 

mostraram uma imunomarcação significativamente maior quando comparados com os 

animais do grupo WT e MFS. Esse resultado sugere que os animais pertencentes aos 

grupos MFS e MFS
Trat

 apresentaram ao longo do tempo um aumento da MMP-9, o que 

possivelmente pode resultar em uma maior degradação das fibras elásticas.  

 

 

 

Figura 42. Fibrilina-1 e o tecido renal 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de 

fibrilina-1 distribuída no parênquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca). Em “B” é um 

gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente 

menor quando comparado com os grupos WT e MFSTrat. Por outro lado, o grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com grupo MFS e com o grupo WT. Barra 10μm. *** 

p<0,0001.  
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4.6.2.3.3 Fibronectina 

A fibronectina é uma microfibrila de suma importância para a formação das 

fibras elásticas e está presente no parênquima renal. Interessantemente, os animais do 

grupo WT apresentaram uma imunomarcação significativamente maior quando 

comparados com os animais MFS e MFS
Trat

. Além disso, observou-se que os animais do 

grupo MFS
Trat

 tiveram sua imunomarcação significativamente maior que os animais do 

grupo MFS. Esses resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam uma 

possível dismorfologia em diferentes microfibrilas. Contudo, ao tratar os animais com 

Losartan, observou-se uma recuperação fenotípica da imunomarcação da fibronectina, 

embora ainda seja significativamente menor que nos animais do grupo WT.  
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Figura 43. MMP-9 e o tecido renal 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de 

MMP-9 distribuída no parênquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca) nos grupos WT, MFS 

MFSTrat. Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com o grupo WT. O grupo MFSTrat apresentou uma 

imunomarcação significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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4.6.2.3.4 α-actina de músculo liso  

Foi observado que a imunomarcação α-actina de músculo liso nos animais do 

grupo MFS foi significantemente maior quando comparada com os animais do grupo 

WT, sugerindo que os animais com síndrome de Marfan necessitam de um 

remodelamento de componentes ativos no parênquima renal.  

Além disso, foi observado que os animais MFS
Trat

 apresentaram uma 

imunomarcação da α-actina de músculo liso significativamente maior quando 

comparada com o grupo WT e MFS, sugerindo que a cronicidade da terapia pode ativar 

diferentes mecanismos celulares na tentativa de recuperação fenotípica.  
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Figura 44. Fibronectina e o tecido renal 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação 

de fibronectina no parênquima renal nos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de fibronectina nos 

glomérulos de todos os grupos (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do verde. No grupo 

MFS foi observada uma intensidade de verde significantemente menor quando comparado com os grupos WT e 

MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação significativamente maior quando comparado com grupo 

MF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S e menor quando comparado com grupo WT. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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Figura 45. α-actina e o tecido renal 6 meses. Em “A” são microfotografias representativas da imunomarcação de α-

actina no parênquima renal nos grupos WT, MFS MFSTrat. Foi observada a presença de α-actina nos glomérulos de 

todos os grupos (seta branca). Em “B” é um gráfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS foi 

observada uma intensidade de vermelho significantemente maior quando comparado com o grupo WT e 

significantemente menor quando comparado MFSTrat. Já o grupo MFSTrat apresentou uma imunomarcação 

significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10μm. *** p<0,0001.  
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 

 



84 

 

5.1 Discussão  

 

A MFS (MFS) é uma doença genética autossômica dominante com penetrância 

completa, que apresenta mais de 2900 diferentes mutações no gene FBN1, o que pode 

resultar em um fenótipo extremamente variável (SOUZA et al. 2017; FRANKEN et al. 

2014). Contudo, é comum encontrar alterações no sistema esquelético, no olho e no 

aparelho cardiovascular (PEPE et al. 2016; PYERITZ, 2018).  

De aspecto holístico, a doença MFS apresenta classicamente dois tipos de 

mutação: Haploinsuficiência e dominante negativa. A haploinsufiência é uma redução 

da produção da fibrilina-1 e está associada a fenótipos esqueléticos e com uma menor 

frequência a fenótipo ocular, assim como a ectopia de lente (FAIVRE et al. 2007; 

FRANKEN et al. 2014; FRANKEN et al. 2015). Por outro lado, a mutação de 

dominância negativa ocorre quando a mutação provoca alteração na função ou na 

montagem da proteína, e na MFS está associada a um aumento da incidência de ectopia 

de lentes, aneurismas, prolapso mitral, fenótipo esquelético e cardíaco grave (FAIVRE 

et al. 2007; FRANKEN et al. 2014; FRANKEN et al. 2015).  

Notou-se em nosso estudo que o modelo mg∆
lpn

 mostrou uma redução 

significante do alelo selvagem do gene Fbn1 e a presença da expressão do gene da Fbn1 

mutante, tornando-se assim um modelo animal de dominância negativa e, por esse 

motivo, pode resultar em um fenótipo sistêmico mais grave, o que pode contribuir com 

a compreensão da fisiopatologia do animal. 

Além disso, mutações no gene Fbn1 estão associadas a uma regulação positiva 

do fator de crescimento transformador Beta (TGF-β), por ambas as proteínas terem uma 

atratividade físico-química em condições fisiológicas. A mutação causa uma perda da 

atratividade de ambas as proteínas e, por essa razão, a citocina TGF-β promove 

remodelamentos teciduais na matriz extracelular (MEC) que são cruciais na 

fisiopatologia da MFS (NEPTUNE et al 2003; PEPE et al. 2016; SOUZA et al. 2017). 

Foi observado em estudos pregressos que a terapia de losartan apresentava um efeito de 

neutralização do TGF-β e um antagonismo do receptor da angiotensina tipo 1, o que 

promovia em camundongos com MFS  uma restauração dos componentes estruturais da 

MEC (NEPTUNE et al. 2003; HABASHI et al. 2006; MILEWICZ, RAMIREZ, 2019). 

Interessantemente, a terapia com losartan em nosso estudo não atenuou a 

expressão do alelo mutante, tendo ainda uma maior expressão aos 3 meses. Esse 
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resultado indica que a terapia não desempenha função ao nível de expressão gênica, 

embora se saiba da sua influência ao nível protéico, o que resulta numa atenuação 

fenotípica tanto naqueles que apresentam mutações do tipo dominante negativa quanto 

naqueles do tipo de haploinsuficiência (FRANKEN et al. 2015). Embora, essa 

atenuação seja mais significativa em modelos animais do que em pacientes (PEPE et al. 

2016; MILEWICZ,  RAMIREZ, 2019). 

Classicamente, a MFS apresenta alterações fenotípicas no olho, no aparelho 

cardiovascular e no sistema esquelético. O sistema esquelético apresenta funções 

cruciais para o organismo, como: Sustentação, proteção e formação de arcabouço. 

Notavelmente, foi observado que os animais sindrômicos deste estudo (mg∆
lpn

), 

independentemente da terapia com losartan, apresentaram um defeito da coluna 

vertebral somente na região torácica, caracterizado como uma lordose acentuada, sendo 

significantemente maior quando comparado com os animais WT. 

O defeito da coluna neste estudo foi calculado pelo KI, o qual é uma razão entre 

o comprimento de uma linha reta da última vértebra cervical até a sexta vértebra lombar 

e o comprimento de uma linha perpendicular a esta, da borda dorsal da vértebra no 

ponto de maior curvatura até a primeira linha. A gravidade da lordose é inversamente 

proporcional ao valor de KI, ou seja, quanto menor é o valor de “Kyphosis índex”, 

maior é a curvatura de lordose (LAWS, HOEY, 2004). 

Esse defeito da coluna vertebral é presente em outros modelos da MFS, sendo 

uma característica para definir o defeito esquelético nos animais (PEREIRA et al. 1999; 

SAKAI et al. 2016; LI et al. 2017), embora tenha outros estudos que apresentaram 

diferentes aspectos de avaliação do sistema esquelético em modelos experimentais 

como o apresentado por WALJI et al. 2016. As curvaturas acentuadas na coluna 

vertebral também são uma característica presente na clínica da MFS, embora tenha se 

observado também a presença de alterações no tórax (pectus carinatum e pectus 

escavatum), hipermobilidade articular, dolicostomegalia e deformidade da face (malar 

hipoplásico, micrognatia e retrognatia) (BITTEMAN, SPONSELLER, 2017; DIETZ, 

2017; PYERITZ, 2018).  

Em nosso estudo, a lordose acentuada foi encontrada apenas na região do tórax o 

que nos remeteu à hipótese de que o processo ventilatório (de expansão e retração do 

tórax) poderia contribuir com o defeito. BEYER et al. (2014) e BEYER et al. (2016) 

observaram que na expansão do tórax no processo ventilatório a coluna vertebral exerce 
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um vetor de força frontal, o qual empurra coluna torácica em direção ao osso esterno. 

Associado a isso, sugerimos que a deformidade da coluna vertebral só seria possível se 

o ligamento longitudinal anterior apresentasse uma frouxidão ligamentar. ZHANG et al. 

(1995) e GIUSTI, PEPE (2016) mostraram a presença de fibras elásticas em tendões e 

em ligamentos, os quais fornecem elasticidade para o tecido. Além disso, os trabalhos 

mostraram que mutações nos genes Fbn1 ou Fbn2 exercem um controle negativo nos 

ligamentos resultando numa frouxidão e numa perda de suporte estrutural nos 

ligamentos.  

Sugerimos que a combinação dos eventos descritos acima pode contribuir para o 

surgimento da lordose acentuada na região do tórax. Contudo, notou-se que os animais 

tratados não apresentaram nenhuma atenuação fenotípica, corroborando os achados de 

NISTALA et al. (2010), que expuseram o efeito benéfico do losartan apenas no fenótipo 

vascular, não tendo efeito no fenótipo ósseo.  

Interessantemente, o defeito da coluna vertebral na região torácica pode resultar 

em compressões em diferentes órgãos que se situam no interior do tórax, como a aorta e 

o esôfago. SOUZA et al. (2019) e KORNEVA et al. (2019) mostraram que a 

compressão da coluna torácica sobre a aorta torácica gerou aneurisma, por turbilhonar o 

fluxo sanguíneo pontualmente. Para ROBLEDO et al. (2012), o defeito da coluna 

comprimia o esôfago posteriormente gerando uma morbidade denominada de mega-

esôfago. A compressão da coluna vertebral sobre o esôfago poderia perturbar o processo 

de peristalse esofágica, culminando no mega-esôfago (ROBLEDO et al. 2012). Esse 

fato também foi observado em cachorros com lordose acentuada (SATCHELL, 

McLEOD, 1981).  

Embora seja descrito que a MFS acomete diferentes sistemas, a principal causa 

de óbito é a morbidade vascular (PEPE et al. 2016; PYERITZ, 2018). As artérias são 

vasos sanguíneos que apresentam em sua constituição fibras elásticas que se dispõe em 

lamelas concêntricas nas diferentes camadas (SOUZA et al. 2017; GREWAL et al. 

2018). Especificamente na aorta e em seus grandes ramos, a quantidade desse 

componente é maior quando comparado com as artérias de resistência. Por esta razão, 

mutações em genes que codificam proteínas estruturais podem desempenhar um papel 

patológico na aorta (SOUZA et al. 2017; GREWAL et al. 2018; RAMIREZ et al. 2018). 

Notavelmente, a mutação do gene FBN1 na MFS resulta em alterações nas fibras 

elásticas e, por essa razão, uma das características marcantes da doença é a ruptura das 
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fibras elásticas na aorta. Observamos em nosso estudo que as aortas do grupo MFS 

apresentam intensas fragmentações das fibras elásticas tanto aos 3 meses quanto aos 6 

meses. Embora este estudo não tenha explorado outros componentes constituintes da 

MEC, pregressamente, SOUZA et al. (2019) mostraram que: o modelo mg∆
lpn

 tinha 

fibras elásticas com espessura reduzida quando comparado aos animais selvagens, 

maior presença de fibras de colágeno do tipo I e maior desprendimento das fibrilas 

interlamelares, não havendo diferença entre os animais com e sem a presença de 

aneurisma e dissecção.  

Por outro lado, GYURICZA et al. (2020), apresentaram um índice de 

integridade de fibras elásticas capaz de separar os animais com e sem aneurismas e 

dissecção. Ao utilizar esse índice, foi observado que a taxa de integridade das fibras 

elásticas nos animais do grupo MFS foi significantemente menor, tanto aos 3 meses 

quanto aos 6 meses, quando comparado com os animais selvagens. A redução da 

integridade das fibras elásticas é uma das principais características da MFS presente 

tanto na clínica quanto em modelos animais experimentais da doença (PEREIRA et al. 

1997; PEREIRA et al. 1999; CHUNG et al. 2007; LIMA et al. 2010; LÓPES-GUIMET 

et al. 2017; GREWAL et al. 2018).  

Além da função estrutural que a fibrilina-1 fornece ao tecido, observa-se uma 

função bioquímica, a qual tem como finalidade controlar a biodisponibilização da 

citocina TGFβ na MEC. Uma vez alterada, a fibrilina-1 promove um aumento 

significativo da citocina na MEC, resultando em um remodelamento tecidual (CHUNG 

et al. 2007; RAMIREZ et al. 2018). Interessantemente, o aumento de TGFβ está 

associado com o aumento da atividade do receptor I da angiotensina II. Este receptor 

também está associado aos remodelamentos matriciais da parede da aorta, os quais são 

inibidos pela ação do fármaco losartan, sendo muito eficiente na atenuação fenotípica 

em modelos experimentais e em alguns casos na clínica (HABASHI et al. 2006; 

NISTALA et al. 2010; LOEYS, 2015; PEPE et al. 2016; RAMIREZ et al. 2018). Em 

nossos resultados foi observado que a terapia com losartan atenuou a fragmentação das 

fibras elásticas tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, porém continuou existindo uma 

maior taxa de fragmentação quando comparado aos animais do grupo WT. Esses 

achados nos conduziram à hipótese de que poderia haver outros fatores que influenciam 

a persistência do fenótipo vascular, independentemente da terapia, além do desequilíbrio 

estrutural e bioquímico da fibrilina-1.  
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A fragmentação das fibras elásticas está associada à formação de aneurismas e 

dissecção de aorta na MFS (PEPE et al. 2016). Interessantemente, somado ao distúrbio 

estrutural, a formação de aneurisma e a dissecção de aorta estão associadas à alteração 

do fluxo sanguíneo visto tanto em pacientes com MFS quanto naqueles idiopáticos 

(JOHANSEN, 1982; BÜRK et al. 2012; GUALA et al. 2019). 

Em nossos resultados foram observados que os animais do grupo MFS 

apresentaram o fluxo sanguíneo reduzido quando comparado ao grupo WT, tanto aos 3 

meses quanto aos 6 meses, corroborando os achados de SOUZA et al. (2019) e GUALA 

et al. (2019).  

É importante ressaltar que esses animais do grupo MFS apresentaram defeito na 

coluna vertebral na região torácica. Assim, levantamos a hipótese de que a compressão 

extrínseca da parede posterior da aorta pela coluna deformada pode resultar no 

redirecionamento do fluxo sanguíneo para a parede lateral da aorta, deformando sua 

forma redonda original. Essa relação entre a coluna vertebral e a aorta tortuosa está 

associada à formação de aneurismas e dissecção da aorta, conforme relatado em 

pacientes com MFS (FRANKEN et al. 2015). Por sua vez, essa dismorfologia pode 

levar a um fluxo sanguíneo turbulento e sua força de cisalhamento pode desencadear 

lesões na parede aórtica. 

Corroborando os nossos achados, outros também apontaram a coexistência da 

tortuosidade da aorta e de aneurismas ou dilatações em modelo animal de 

experimentação e em pacientes com MFS, e outros correlacionaram a alta pressão e 

tensão de cisalhamento na aorta com um padrão de fluxo vórtice / hélice aberrante 

(QUERZOLI et al. 2014; GEIGER et al. 2017; KORNEVA et al. 2019).  

Observamos em nossos achados que os animais tratados com losartan 

apresentaram um fluxo significantemente menor que os animais do grupo WT tanto aos 

3 meses quanto aos 6 meses e que os animais do grupo MFS aos 3 meses, indicando seu 

potencial para atenuação fenotípica na MFS. Esse resultado pode ser consequência da 

ação específica do losartan, que tem como alvo principal as células da musculatura lisa 

e do endotélio, provocando a redução da vasoconstrição, o que reduz a resistência 

vascular e, por esse motivo, é muito utilizado em terapias anti-hipertensivas. (XU et al. 

2009; PEPE et al. 2016).  

De fato, fomos capazes de mostrar alterações na curva espectral do fluxo 

sanguíneo no grupo MFS tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Opostamente, 
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observou-se que a terapia não apresentou figuras atípicas na curva espectral, além de ter 

apresentado picos sistólicos menores, indicando que a terapia teve efeito em atenuar o 

efeito do fluxo sanguíneo nos animais MFS. Sabidamente, nota-se em outros estudos o 

efeito benéfico do losartan em modelos experimentais da MFS, quando se avalia os 

remodelamentos matriciais (HABASHI et al. 2004; XU et al. 2009; LEE et al. 2016). 

No nosso estudo ficou evidenciado que a terapia com losartan atenuou a fragmentação 

das fibras elásticas e o fluxo sanguíneo. 

Embora a aorta apresente essas dismorfologias citadas, tanto na esfera 

morfológica quanto na esfera de dinâmica de fluxo sanguíneo, sua função é conduzir o 

fluxo sanguíneo do coração para o corpo. Por causa dessa relação, tanto o coração 

quanto a aorta podem exercer influência um sobre o outro. 

Ao investigar o fenótipo cardíaco, encontramos nitidamente dois fenótipos 

distintos no grupo MFS aos 3 e 6 meses. Aos 3 meses foi identificado um aumento 

significante da área total do coração no grupo MFS, quando comparado com os animais 

do grupo WT. Além disso, foi observado um aumento das espessuras dos ventrículos 

direito e esquerdo dos animais do grupo MFS. Essas características nos remetem a 

hipótese de um remodelamento cardíaco, semelhante a uma hipertrofia excêntrica, uma 

vez que GALLO et al. (2019) descreveram que o aumento do volume sanguíneo nas 

câmaras conduzem a esse efeito patológico. Embora não tenhamos observado o 

aumento do fluxo sanguíneo medido na aorta desses animais, sugerimos que, com o 

defeito esquelético proeminente, e somado aos distúrbios na aorta, a preservação do 

mesmo volume de fluxo sanguíneo pode resultar nessa sobrecarga de volume, e então 

formar essa hipertrofia excêntrica. Essa característica é vista tanto em pacientes como 

no modelo mgR/mgR aos 3 meses (KIOTSEKOGLOU et al. 2008; RADKE et al. 2014; 

COOK et al. 2014).  

Opostamente aos 3 meses, os animais do grupo MFS aos 6 meses não 

apresentaram alterações no tamanho total do coração, apesar de continuarem a mostrar 

um aumento das espessuras dos ventrículos direito e esquerdo, indicando um processo 

de hipertrofia concêntrica, o qual está associado ao aumento de sobrecarga cardíaca 

(GALLO et al. 2019). Esse fenótipo foi observado tanto no modelo C1039G, quanto no 

modelo mg∆
lpn

 e em pacientes com MFS (ALPENDURADA et al. 2010; CAMPENS et 

al. 2015; LEE et al. 2016; TAE et al. 2016; ARUNAMATA et al. 2018; SOUZA et al. 

2019). 
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Por outro lado, observou-se que, ao tratar os animais do grupo MFS com 

losartan, foi notada uma atenuação fenotípica, principalmente na espessura do 

ventrículo esquerdo, a qual foi significantemente menor quando comparada com WT e 

MFS. Esses resultados podem ser decorrentes de uma série de eventos desencadeados 

pelo efeito do losartan na inibição da deterioração da MEC e na redução da pressão 

arterial, da sístole e da diástole do ventrículo esquerdo, como visto em pacientes da 

MFS (RADKE et al. 2014; LACRO et al. 2014; HARTOG et al. 2016; GRANATA et 

al. 2017; TIERNEY et al. 2018) e em pacientes não sindrômicos (SHIMADA et al. 

2013; MHATRE et al. 2018). Sugerimos que a terapia de losartan, ao reduzir a dinâmica 

circulatória do coração, o faz não necessitar de um processo adaptativo de hipertrofia, o 

que, consequentemente, atenua o fenótipo.  

Acredita-se que o efeito da hipertrofia cardíaca seja um resultante secundário, 

associado a um defeito da válvula mitral, o qual resulta em um refluxo sanguíneo, o que 

por sua vez inicia o processo de remodelamento cardíaco hipertrofiando-o (PEPE et al. 

2016; GALLO et al. 2019). MATT et al. (2008) mostraram que a terapia de losartan 

atenua os efeitos da válvula mitral em camundongos, reduzindo os efeitos do 

remodelamento cardíaco. Sugere-se então que esse efeito pode ter ocorrido no modelo 

mg∆
lpn

, embora nós não tenhamos avaliado a válvula mitral. Acreditamos nessa 

hipótese, pois a curva espectral do fluxo sanguíneo desses animais não apresentou 

figuras aberrantes e indicava uma restauração da função cardíaca.  

Por outro lado, COOK et al. (2014), mostraram que os pacientes com ou sem 

alteração na válvula mitral desenvolvem alterações ventriculares e sugere que o defeito 

da fibrilina-1 pode ser responsável por esse fenótipo, uma vez que a proteína está 

interligada ao citoesqueleto dos cardiomiócitos dando suporte e auxiliando na 

sinalização mecânica do movimento cardíaco. Em nosso resultado foi observado uma 

redução significante da fibrilina-1 no grupo MFS nos dois períodos analisados (3 e 6 

meses) e, por esse motivo, acreditamos que esse mecanismo também pode estar 

envolvido, pois tanto o ventrículo direito quanto o esquerdo apresentaram redução da 

expressão de fibrilina-1 e desenvolveram alterações ventriculares. 

Como já mencionado, o desequilíbrio da proteína fibrilina-1 regula a ativação da 

citocina TGFβ, que em pacientes e nos modelos de experimentação está altamente ativa 

no tecido, causando remodelamento tecidual (NEPTUNE et al. 2003; SOUZA et al. 

2017; MILEWICZ, RAMIREZ, 2019). Além disso, observa-se que essa ativação do 
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TGFβ pode promover duas via de sinalização celular: A primeira é a ativação da 

sinalização Smad (HABASHI et al. 2006; PEPE et al. 2016; ROUF et al. 2017) e a 

segunda é a ativação da sinalização de ERK1 ou 2 (ROSEMARY et al. 2012; 

ROMANIELLOA et al. 2014; ROUF et al. 2017). Interessantemente, a ativação da via 

de sinalização celular ERK está envolvida nos processos adaptativos cardíacos. Quando 

super expressada está envolvida no processo de hipertrofia concêntrica e quando 

reduzida está envolvida no processo de hipertrofia excêntrica (GALLO et al. 2019).  

Sugerimos em nosso estudo que, ao longo da vida do modelo mg∆
lpn

, podem 

existir estímulos e sinalizações diferentes atuando nos tecidos, o que pode modular o 

fenótipo. Embora a sinalização ERK não tenha sido objeto de estudo, o desequilíbrio 

dessa sinalização pode resultar em uma ativação excessiva da MMP-2 e MMP-9 

(NAGASAWA et al. 2013; ROMANIELLOA et al. 2014). Além disso, a própria 

sinalização de TGFβ tem a capacidade de exacerbar a ativação da MMP-2 e MMP-9 

(CHUNG et al. 2007) e, por esse motivo, optamos por analisar a MMP-9 e encontramos 

uma ativação significativamente maior nos animais do grupo MFS quanto comparado 

com o grupo WT. Por ser uma enzima, a MMP-9 tem função de degradar fibras 

elásticas, resultando em uma progressiva deterioração das fibras elásticas, o que pode 

fazer o fenótipo cardíaco piorar.  

Paralelamente, BALDWIN et al. (2013) descreveram que na formação das fibras 

elásticas, além da interação da fibrilina-1 e da elastina, é necessário outras microfibrilas. 

Uma delas é a fibronectina, que é essencial na formação das fibras elásticas e pode 

desempenhar um mecanismo compensatório na MFS. Observou-se em nossos 

resultados que a fibronectina apresentou uma imunomarcação significantemente maior 

aos 3 meses no grupo MFS, corroborando a hipótese do mecanismo compensatório, 

uma vez que temos uma redução significante da fibrilina-1, principal componente de 

fibras elásticas (BALDWIN et al. 2013; BEENE et al. 2013). Dado o fato da 

fibronectina ser co-localizada com a fibrilina-1, sugerimos que a alta atividade e a 

cronicidade de MMP-9 pode reduzir a imunomarcação de fibrilina1, e a fibronectina 

pode exercer sua função estrutural. (NATAATMADJA et al. 2003; SABATIER et al. 

2009; SABATIER et al. 2013; BALDWIN et al. 2013; PEZZOLI et al. 2018). 

Na MFS, o losartan além de ter o efeito de reduzir a pressão sanguínea (LACRO 

et al. 2014; HARTOG et al. 2016; TIERNEY et al. 2018), tem efeito sobre a atividade 

de TGFβ, atenuando os fenótipos principalmente em modelos experimentais 
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(HABASHI et al. 2006; YANG et al. 2009; PEPE et al. 2016). Foi observado que o 

tratamento no grupo MFS apresentou diferentes comportamentos ao longo do período 

analisado. 

Aos 3 meses foi observado que a expressão de fibrillina-1 foi significantemente 

menor quando comparada com os animais do grupo WT e MFS, sugerindo que nesse 

período de análise a terapia não influenciou na expressão de fibrilina-1. Por outro lado, 

a terapia reduziu significantemente a expressão de MMP-9, o que sugere que a 

degradação enzimática das fibras elásticas pode ser atenuada. Acreditamos que a 

terapia, ao bloquear a expressão de TGFβ, pode inibir as sinalizações de Smad e ERK 

(HABASHI et al. 2006; PEPE et al. 2016; ROUF et al. 2017). Classicamente, ambas as 

vias de sinalização tem a capacidade de aumentar a sinalização de MMP-2 e MMP-9 

(GALLO et al. 2019) e, por esse motivo, observa-se uma degradação das fibras 

elásticas. Por outro lado, ao tratar com losartan, essa degradação é reduzida, atenuando 

o fenótipo na MFS. Embora esse mecanismo tenha sido descrito em experimentação in 

vitro e em diferentes tecidos, acreditamos que isso pode estar acontecendo também no 

coração (CHUNG et al. 2007; YANG et al. 2009; GRANATA et al. 2017).  

Já aos 6 meses, foi observado um fenótipo oposto ao de 3 meses, uma expressão 

significativamente maior de fibrilina-1 no tecido cardíaco, o que sugere que 

cronicamente a terapia estimula a produção de fibrilina-1 no tecido, assim como 

observado em outros tecidos (LEE et al. 2016). Por outro lado, a terapia causou uma 

atenuação da expressão da MMP-9, sendo significativamente menor quando comparado 

com grupo MFS, porém significativamente maior que o grupo WT, sugerindo que o 

bloqueio da sinalização de TGF-β pode ser temporário, além de observarmos uma 

degradação menor das fibras elásticas quando comparado com os animais do grupo 

MFS.  

Curiosamente, tanto os animais de 3 e 6 meses do grupo MFS
Trat

 apresentaram 

uma imunomarcação de fibronectina significativamente maior quando comparados com 

os grupos WT e MFS. Sugerimos que no tecido cardíaco a fibronectina pode 

desempenhar um papel de compensação estrutural no tecido, como visto nos ligamentos 

da lente dos animais mgR/mgR (BEENE et al. 2013). É descrito que a fibronectina é co-

localizada com a fibrilina-1 na mesma superfície celular (ZEYER et al. 2018), além de 

apresentar um importante papel na formação das microfibrilas de fibrilina-1 

(BALDWIN et al. 2013). Além disso, FISHER et al. (2001) indicaram em seu estudo in 
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vitro que o losartan não interfere na expressão de fibronectina. Esses trabalhos nos 

conduzem à hipótese de um processo de adaptação tecidual, embora necessite de um 

aprofundamento maior desse estudo que será realizado em um futuro próximo.  

Além disso, encontramos em nosso estudo um aumento significativo do 

ventrículo direito nos animais do grupo MFS, em ambos os períodos analisados quando 

comparados com o grupo WT, o que pode ser consequência de um processo de 

resistência na artéria pulmonar como descrito por McLUNE e PEACOCK (2009), 

NAEIJE (2013) e BHATNAGAR et al. (2018). Embora os animais do grupo MFS
Trat

 

não tenham apresentado diferença significativa entre os grupos de MFS e WT aos 3 

meses, opostamente aos 6 meses o ventrículo direito foi significativamente maior 

quando comparado com os grupos WT e MFS. Esse resultado indica um possível 

distúrbio com o pulmão.  

Nitidamente, é observado nos animais do grupo MFS um aumento significativo 

da área alveolar, formando grandes espaços alveolares. Embora as alterações 

pulmonares não sejam consideradas como fenótipo principal da doença, observa-se uma 

série de relato de casos de alargamento alveolar apical resultando em enfisema 

(DINWIDDIE, SONNAPPA 2005; KOLONICS-FARKAS et al. 2009; DYHDALO, 

FARVER, 2011), além de ser uma característica presente em diferentes modelos 

experimentais da síndrome de Marfan (NEPTUNE et al. 2004; LIMA et al. 2010; 

FERNANDES et al. 2016; URIARTE et al. 2016; LEE et al. 2016).  

Na fisiopatologia da síndrome de Marfan, a cronicidade do enfisema pode 

resultar em pneumotórax espontâneo (DINWIDDIE, SONNAPPA 2005; DYHDALO, 

FARVER, 2011). Embora esse achado seja visto em pacientes, não encontramos essa 

morbidade nos animais deste estudo, podendo indicar uma adaptação da lesão.  

O pulmão é um órgão de extrema importância no processo de ventilação e 

oxigenação das células sanguíneas. O processo de ventilação tem a característica física 

de expansão do parênquima pulmonar. A expansividade só é possível, pois o 

parênquima pulmonar apresenta fibras elásticas, as quais geram complacência e recuo 

elástico no pulmão (BURGSTALLER et al. 2017). A redução da fibrilina-1 no 

parênquima pulmonar é associada à formação de alargamento alveolar na síndrome de 

Marfan, como descrito por ROBBESON et al. (2008). Em nosso estudo foi observado 

que a proteína fibrilina-1 teve uma redução significante nos animais do grupo MFS em 

relação aos animais do grupo WT, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Sugerimos 



94 

 

que a redução da fibrilina-1 no parênquima pulmonar diminui a capacidade elástica no 

pulmão, além de romper os septos alveolares, fazendo-o mais rígido. A redução elástica 

do pulmão, somada à expansão mecânica do processo ventilatório e à dinâmica aerífera 

dos alvéolos no grupo MFS, pode promover no parênquima uma dilatação alveolar 

constante. 

O alargamento dos alvéolos altera a expansão pleural em modelos da síndrome 

de Marfan, necessitando de força ventilatória mais positiva quando comparada com os 

animais do grupo WT, como descrito por PALMA et al. (2015). A dinâmica ventilatória 

envolve um conjunto de estruturas que garante que o ar atmosférico permeie e entre nos 

alvéolos para oxigenar as células sanguíneas, dependendo constantemente da contração 

diafragmática, que resulta em mudanças cíclicas na pressão pleural, a qual é negativa e 

no processo de inspiração tende a se igualar com a pressão atmosférica (ZIELINSKA-

KRAWCZYK et al. 2018). Sugerimos que o grupo MFS pode apresentar uma 

dificuldade ventilatória em razão da expansão alveolar, necessitando de uma maior 

força no processo, o qual pode, consequentemente, aumentar a pressão 

parenquitomatosa, causando uma resistência vascular. Uma vez presente a resistência 

vascular, o coração tenta promover a homeostasia, aumentando a força para manter a 

mesma intensidade sanguínea para o pulmão. Contudo, o aumento de força no 

ventrículo direito gera uma hipertrofia, o que pode resultar em morbidade patológica, 

como visto em nossos resultados.  

O tratamento com Losartan no grupo MFS
Trat

, por outro lado, atenua o 

alargamento apenas aos 3 meses, indicando que a terapia tem um efeito limitado no 

fenótipo pulmonar, o que corrobora os achados de LEE et al. (2016), resultado que 

indica que a terapia tem um efeito limitado no fenótipo pulmonar. Contudo, ao se 

avaliar a imuno-localização da fibrilina-1, observa-se que ao longo do período de 

análise, a imuno-localização foi significantemente maior no grupo MFS
Trat

 quando 

comparado com os grupos WT e MFS aos 6 meses. PODOWSKI et al. (2012) 

apresentam que o losartan recupera as estruturas da parede alveolar e LEE et al. (2016) 

mostram que a terapia atenua a degradação da MEC.  

Interessantemente, aos 3 meses, observa-se que o ventrículo direito do grupo 

MFS
Trat

 não tem diferença significativa quando comparado com os grupos WT e MFS, 

indicando uma atenuação fenotípica de ambos sistemas (pulmonar e cardíaco). Contudo, 

aos 6 meses, observou-se que o espessamento do ventrículo direito do grupo MFS
Trat

 foi 
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significativamente maior quando comparado com os grupo WT e MFS, embora a parede 

do ventrículo esquerdo tenha sido significantemente menor quando comparada com 

ambos os grupos. Portanto, sugere-se que o losartan tem efeito no eixo da circulação 

sistêmica e um efeito limitado no eixo da circulação pulmonar.   

Além disso, sabe-se que a degradação das fibras elásticas pode ser decorrente 

das ações da MMP2 e da MMP9, as quais estão envolvidas tanto no remodelamento 

tecidual (degradando fibras elásticas, colágeno denaturado e membrana basal), quanto 

na regulação de mediadores inflamatórios e fatores de crescimento. Ademais, CRAIG et 

al. (2015) mostram que a MMP2 e a MMP9 apresentam um papel ambíguo em 

respostas anti-fibróticas e fibróticas.  

Interessantemente, a MMP2 e a MMP9 são enzimas e participam de diversos 

processos no desenvolvimento pulmonar, inclusive na formação dos alvéolos 

(HENDRIX, KHERADNAND, 2017). Particularmente, a enzima MMP-9 é relatada em 

outras doenças enfisematosas, como na hipertensão pulmonar, na doença pulmonar 

obstrutiva crônica (em pacientes fumantes) e na fibrose pulmonar idiopática.  

Em nosso estudo, observou-se que aos 3 meses não foi encontrada diferença 

significativa entre os animais dos grupos WT e MFS, o que poderia sugerir uma 

atenuação na degradação das fibras elásticas, contudo a imunolocalização da fibrilina-1 

no grupo MFS foi significantemente menor quando comparada com o grupo WT, 

sugerindo uma redução das fibras elásticas. Acreditamos que talvez a degradação das 

fibras elásticas seja decorrente de ação de outras enzimas como a MMP-2, a qual 

também tem a função de degradar fibras elásticas, semelhantemente à MMP-9 (CHUNG 

et al. 2007 e CRAIG et al. 2015). 

Por outro lado, aos 6 meses, observou-se que o grupo MFS mostrou uma imuno-

localização da MMP-9 significantemente maior quando comparada com grupo WT, 

resultado semelhante aos estudos de hipertensão pulmonar, de doença pulmonar 

obstrutiva crônica (em pacientes fumantes) e de fibrose pulmonar idiopática 

(KHERANDNAND et al. 2017; HENDRIX, KHERADNAND, 2017; GHOSH et al. 

2019). HENDRIX e KHERADNAND (2017) descrevem que, por mais que a MMP-9 

esteja relacionada com a destruição alveolar, ela não é parâmetro para definir a 

gravidade dos processos enfisematosos, indicando que pode existir uma resposta auto-

reativa envolvendo células Th1 e Th17 no processo de destruição da parede alveolar 

(KHERANDNAND et al. 2017; HENDRIX, KHERADNAND, 2017).  
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Já o grupo MFS
Trat

 mostrou respostas antagônicas ao longo do tempo. Aos 3 

meses apresentou uma redução significativa da imunolocalização da MMP-9 quando 

comparado aos grupos WT e MFS, corroborando os achados de GUO et al. (2014) e 

WANG et al. (2015), apesar desses estudos terem avaliado a resposta de inibição de 

MMP-9 com menos de 1 mês de experimento. Por outro lado, é observado em outros 

tecidos que o losartan promove um efeito de inibição na atividade de MMP-9 aos 3 

meses de avaliação (HABASHI et al. 2006; NISTALA et al. 2010). Opostamente, aos 6 

meses, o grupo MFS
Trat

 apresentou uma expressão de MMP-9 significantemente maior 

quando comparada com os grupos WT e MFS, indicando que o efeito terapêutico ocorre 

apenas aos 3 meses, além de apresentar uma alta atividade enzimática aos 6 meses, o 

que pode ser consequência da proteína mutante fibrilina-1.  

Além das funções citadas da MMP-9, van DOREN (2015) e CRAIG et al. 

(2015), indicam que a MMP-2 e a MMP-9 interagem com as fibras elásticas por meio 

de influência da fibronectina no tecido pulmonar. Curiosamente, tanto aos 3 meses 

quanto aos 6 meses, os animais do grupo MFS apresentaram uma imuno-localização da 

fibronectina significantemente maior quando comparados com o grupo WT. Sugerimos 

que essa imuno-localização possa ser decorrente de um mecanismo de remodelamento, 

o qual foi descrito por ROMAN et al. (2004), que indica a importância da fibronectina 

na fibroproliferação no tecido pulmonar, principalmente na parede alveolar após as 

injúrias da doença pulmonar obstrutiva crônica.  

Ademais, o grupo MFS
Trat

 apresentou uma imuno-localização de fibronectina 

significantemente maior quando comparado com os grupos WT e MFS, tanto aos 3 

meses quanto aos 6 meses, resultado oposto ao encontrado na literatura, o qual 

apresenta uma redução da fibronectina nos grupos tratados com losartan, embora os 

achados tenham sido observados em outros órgãos (rim e aorta) (REHMAN et al. 2012; 

MAQUIGUSSA et al. 2018). Desta forma, sugerimos que a terapia com losartan pode 

apresentar diferentes modulações de acordo com o órgão analisado.  

No pulmão, a fibronectina é importantíssima para organogênese dos alvéolos e 

responsável por interagir tanto com as fibras de colágeno quanto com a fibrilina-1 

(PLUMB et al. 1987; ROMAN, 1997; ROMAN et al. 2004; SABATIER et al. 2013; 

HUBMACHER et al. 2014), além de estar envolvida no remodelamento alveolar em 

processos enfisematosos e na doença pulmonar obstrutiva crônica em nível 

leve/moderado (ROMAN et al. 2004; BIDAN et al. 2015). Sugerimos que a contínua 
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lesão alveolar presente na síndrome de Marfan estimula o processo de remodelamento, 

independentemente do tratamento com losartan. 

O processo de remodelamento no pulmão muitas vezes está associado ao 

aumento dos filamentos de actina nos fibroblastos, transformando-os em 

miofibroblastos e auxiliando na reparação das injúrias teciduais (ZHANG et al. 1996; 

BOGATKEVICH et al. 2003; LAM et al. 2019). 

Notamos em nosso estudo que os animais do grupo MFS apresentaram 

diferentes respostas ao longo do período analisado. Aos 3 meses os animais tiveram 

uma imunolocalização de α-actina significantemente reduzida quando comparada com 

os animais do grupo WT. Embora os trabalhos da literatura mostrem que o 

remodelamento está associado ao aumento da expressão de α-actina (BOGATKEVICH 

et al. 2003; KHADANGI, BOSSÉ, 2019; LAM et al. 2019), observou-se uma série de 

casos de pacientes que apresentam mutações no gene ACTA2, as quais resultam em 

defeitos vasculares e pulmonares, caracterizados por enfisema, redução na diferenciação 

das células de músculo liso e hipertensão pulmonar (MILEWICZ et al. 2010; YUAN, 

2015; ZHOU et al. 2017; CHEN et al. 2019), fenótipo semelhante ao encontrado em 

nossos resultados.  

Embora os mecanismos intrínsecos da influência da α-actina no fenótipo 

pulmonar sejam desconhecidos, CHAN et al. (2016) sugerem que mutações no gene 

ACTA1 fazem com que os monômeros de actina tornem-se rígidos e não suportem a 

ligação com a miosina, resultando em uma perda de função contrátil. Para o pulmão, as 

células contráteis têm uma função crucial no processo ventilatório, auxiliando na 

biomecânica ativa e no tônus muscular (gera resistência no fluxo de ar e reduz o lúmen 

aerífero) (LAM et al. 2019; LAN et al. 2019). 

Sugerimos que a redução da α-actina no grupo MFS pode estar relacionada com 

a redução de diferenciação das células da musculatura lisa, o que pode induzir a redução 

contrátil do parênquima alveolar, deixando-o mais suscetível à dinâmica ventilatória 

passiva, a qual é resultante da MEC. Por outro lado, a MEC no grupo MFS apresentou-

se alterada aos 3 meses e, por essa razão, acreditamos que tal fato possa favorecer a um 

processo enfisematoso.  

Opostamente, aos 6 meses, o grupo MFS apresentou uma imunolocalização da 

α-actina significantemente maior que o grupo WT. O aumento desse componente no 

parênquima pulmonar está associado a diferentes processos de remodelamento tecidual, 
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desde proliferação celular até a produção de fibras de colágeno I (ZHANG et al. 1996; 

OLDMIXON et al. 2001; LAN et al. 2014; BIDAN et al. 2015; LAM et al. 2019). 

Sugerimos que a cronicidade das lesões da MEC no grupo MFS pode reduzir 

drasticamente seus componentes fibrilares elásticos e não elásticos, promovendo um 

aumento da biomecânica ativa. Contudo, o excesso da contração dos miofibroblastos 

promove a ruptura dos septos alveolares, aumenta a força e a rigidez nas estruturas 

pulmonares e, por essa razão, está envolvido no processo de hipertensão pulmonar 

(LAN et al. 2014; BIDAN et al. 2015; CALVIER et al. 2017), morbidade a qual 

sugerimos ocorrer no modelo mg∆
lpn

.  

Além disso, sugerimos que outros processos podem estar acontecendo 

paralelamente no pulmão do grupo MFS, contribuindo com a fisiopatologia das 

morbidades encontradas. Interessantemente, o aumento da α-actina no pulmão está 

envolvido em diversos eventos patológicos, os quais envolvem o aumento da expressão 

de TGFβ ou do sistema de renina-angiotensina (ZHANG et al 1996; LANG et al. 2010; 

BOGATKEVICH et al. 2013; CALVIER et al. 2017; CHEN et al. 2018).  

Ambas as sinalizações podem ser influenciadas pela terapêutica de Losartan, 

como descrito por HABASHI et al. (2011) e PEPE et al. (2016). Em nosso resultado 

observou-se que, independente do período analisado, a terapia de Losartan no grupo 

MFS
Trat

 mostrou uma imunolocalização da α-actina significantemente reduzida quando 

comparada com o grupo MFS, corroborando os achados de LONG et al (2007) e CHOU 

et al. (2012), embora esses estudos não tenham sido direcionados em pacientes ou 

modelo animal da síndrome de Marfan.  

A redução da α-actina no parênquima pulmonar está associada à atenuação da 

atividade dos miofibroblastos, à redução das fibras de colágeno e ao processo de fibrose 

pulmonar (LONG et al. 2007; LANG et al. 2010; CHOU et al. 2011). Baseado nesse 

potencial terapêutico, sugerimos que a terapia de Losartan pode estar atenuando o 

processo de fibroplasia no pulmão do modelo experimental estudado, sendo mais 

evidenciado aos 3 meses, uma vez que foi observada uma atenuação da área dos 

alvéolos do grupo MFS
Trat

. 

Notoriamente, observa-se uma interligação entre os órgãos coração, pulmão e 

aorta, a qual foi capaz de influenciar uns aos outros por uma malha complexa de 

diferentes adaptações na fisiopatologia da MFS. Além desse eixo descrito (coração-

pulmão-aorta), nota-se que o rim tem a capacidade de influenciar a fisiologia pulmonar, 
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a cardíaca e a hemodinâmica, principalmente nas funções de regular o equilíbrio da 

água e do sódio (no controle da pressão arterial) e no tamponamento pulmonar. (PALM, 

NORDQUIST, 2011; WADEI, TEXTOR, 2012; HUSAIN-SYED et al. 2016).  

Em processos patológicos, tanto cronicamente quanto agudamente, o rim tem 

um papel importantíssimo na fisiopatologia das doenças pulmonares (hipertensão 

pulmonar e doença pulmonar obstrutiva crônica) e cardiovasculares (resistência 

vascular, hipertensão e hipertrofia dos ventrículos direito e esquerdo) (CROWLEY et al. 

2006; GAITA et al. 2012; BASU, WHEETER, 2012; HUSAIN-SYED et al. 2016; 

VISCONTI et al. 2016; SALLECK, JOHN, 2017; KUMAR et al. 2019).  

Contudo, o rim é um órgão pouco explorado na MFS, apesar de ter uma série de 

casos que mostram alterações como: Glomerulosclerose segmentar e focal, cistos e 

policistos renais, glomerulonefrite segmentar e focal, mudança glomerular, 

irregularidade da membrana basal, alterações nas estruturas vasculares, depósito fibrilar 

denso no parênquima renal e no glomérulo, expansão mesangial, fibrose intersticial, 

dilatação cística na região medular e doença renal crônica associada com hipertensão 

(DI MATTEO et al. 1965; SCHOENEMAN et al. 1984; BIERMANN et al. 1992; 

SBAR et al. 1996; BOSEMAN et al. 2006; CHOW et al. 2007; GUPTA et al. 2010; 

TAKAHASHI et al. 2011; RICCIO et al. 2013; PETER et al. 2014; AL-HAGGAR et al. 

2017; PATERAKIS et al. 2019).  

Em nossos resultados observamos que no grupo MFS, tanto aos 3 meses quanto 

aos 6 meses, houve uma redução significante do glomérulo quando comparado com os 

grupos WT e MFS
Trat

. Embora esse achado seja diferente de alguns casos encontrados 

em pacientes com MFS, eles corroboram os achados vistos em outros modelos 

experimentais da doença (SBAR et al. 1995; HARTNER et al. 2004; BOSEMAN et al. 

2008; AL-HAGGAR et al. 2017). 

Possivelmente, as alterações renais descritas na MFS e a hipoplasia glomerular 

podem ser resultantes da redução das fibras elásticas no tecido renal, uma vez que as 

estruturas glomerulares, vasculares e peritubulares são constituídas de fibrilina1, a qual 

foi referida como proteína principal para a estruturação das regiões citadas (SBAR et al. 

1996; STERTZEL et al. 2000; TAKAHASHI et al. 2011; AL-HAGGAR et al. 2017).  

A diferença fenotípica dos achados glomerulares entre os modelos animais da 

MFS e os pacientes pode envolver uma malha complexa de interações celulares e 

matriciais. AL-HAGGAR et al. (2017) sugerem que animais mgR/mgR (modelo animal 
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da MFS) não apresentaram o mesmo fenótipo que os pacientes devido a uma redução da 

fibrilina-1 do tipo selvagem. No entanto, neste estudo utilizou-se o modelo mg∆
lpn

, o 

qual é um modelo dominante negativo e também não apresentou glomerulonefrite ou 

glomerulosclerose como identificado em alguns pacientes da síndrome Marfan, mas 

apresentou a hipoplasia glomerular (GUPTA et al 2010; AL-HAGGAR et al. 2017). 

Esse fato nos leva à hipótese de que outros fatores estão envolvidos nas doenças 

glomerulares (glomerulonefrite ou glomerulosclerose) em pacientes da MFS.  

Ao tratar os animais com losartan, observou-se que o fenótipo renal dos animais 

do grupo MFS
Trat

 apresentaram comportamentos distintos ao longo do período 

analisado. Aos 3 meses, o tamanho glomerular foi significantemente maior quando 

comparado com o grupo MFS, mas foi significantemente menor que os animais do 

grupo WT. Opostamente, aos 6 meses, o tamanho do glomérulo do grupo MFS
Trat

 foi 

significantemente menor quando comparado com o grupo WT e não tiveram diferença 

estatística quando comparado com grupo MFS. Novamente, esse resultado mostra o 

efeito limitado na recuperação estrutural da terapia de losartan, sendo mais evidenciado 

aos 3 meses. Embora outros estudos indiquem que o tratamento com losartan melhora 

fenótipo em outros órgãos, no rim a terapia tem sido mostrada com efeito benéfico de 

atenuar fibrose renal, lesões glomerulares e uma recuperação na função tubular (HE et 

al. 2014; KATSIKI et al. 2018). 

A terapia de losartan tem como princípio o bloqueio da sinalização da Ang II, a 

qual tem função crucial nos processos de comunicação autócrina e parácrina no rim, os 

quais estão intimamente interligados com a MEC (XU et al. 2009). A proteína fibrilina-

1 no parênquima renal está relacionada com a parte estrutural do rim, e embora não 

saibamos precisamente qual o efeito da mutação, sugerimos que a mutação pode resultar 

numa perda estrutural das estruturas renais (STERTZEL et al. 2000; HARTNER, et al. 

2004; BONNANS et al. 2014). Interessantemente, a terapia como losartan neste estudo 

mostrou um crescente depósito de fibrilina-1 no parênquima renal. Aos 3 meses, a 

imunomarcação da fibrilina-1 no grupo MFS
Trat

 foi significantemente maior que os 

animais do grupo MFS, porém significantemente menor que o grupo WT. Já aos 6 

meses, foi observado que o grupo MFS
Trat

 apresentou a imunomarcação da fibrilina-1 

significantemente maior que os animais WT e MFS. Esse resultado sugere que a terapia 

promove uma recuperação dos componentes da MEC e aumenta o depósito de fibrilina-

1, como visto nos trabalhos de HABASHI et al. (2011), HE et al. (2014), LEE et al. 
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(2016), KATSIKI et al. (2018) e PICOOLO et al. (2019). Esse resultado indica que a 

hipoplasia glomerular não é resultante do defeito da fibrilina-1, podendo ser 

consequência de um conjunto de interações de outras proteínas na MEC.  

No tecido glomerular e peritubular POLLAK et al. (2014) mostraram uma 

composição de diferentes interações de proteínas, incluindo colágeno tipo IV, 

fibronectina e proteoglicanos. Especificamente no rim, a fibronectina apresenta um 

papel importantíssimo na organização da MEC e no movimento celular (SCHENA, 

PERTOSA, 1988; PENG et al. 2019).  

Em nosso estudo foi observado que tanto os animais do grupo MFS e MFS
Trat

 

apresentaram uma imunomarcação de fibronectina significantemente reduzida quando 

comparada com o grupo WT. Sugerimos que a redução da fibronectina nos grupos MFS 

e MFS
Trat

 pode ser decorrente de uma perda estrutural das microfibrilas. Conhece-se que 

a fibronectina interage diretamente com a fibrilina-1 principalmente na formação de 

fibras elásticas (BALDWIN et al. 2013; SABATIER et al. 2013; HUBMACHER et al. 

2014). Uma vez presente a atenuação da fibrilina-1, acreditamos que de algum modo 

sua interação com a fibronectina pode ser reduzida e, consequentemente, pode haver 

redução de sua distribuição no parênquima renal. 

Contudo, o grupo MFS
Trat

 apresentou uma imunomarcação de fibronectina 

significativamente maior quando comparado com o grupo MFS tanto aos 3 meses 

quanto aos 6 meses, sugerindo que a terapia tem um efeito benéfico na tentativa de 

recuperar as estruturas microfibrilares no parênquima renal. Além disso, sugerimos que, 

pelo fato da terapia de losartan bloquear a sinalização de TGF-β, o seu bloqueio pode 

atenuar as ações de MMP-2 e MMP-9, reduzindo a degradação dos componentes 

microfibrilares (HABASHI et al. 2006; XU et al. 2009; HABASHI et al 2011; PEPE et 

al. 2016; RAMIREZ et al. 2018). 

A MMP-9 no tecido renal tem função crucial principalmente no 

desenvolvimento do órgão e nas interações da MEC com as células (ARNOULD et al. 

2009). Ao avaliar a MMP-9 nesse estudo, foi observado que os animais do grupo MFS 

apresentaram uma imunomarcação significantemente maior quando comparado com o 

grupo WT, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Esse resultado indica que o modelo 

mg∆
lpn

 tem uma cronicidade da ativação das MMP-9, o que pode estar associado com a 

constante degradação das fibras elásticas. Essa característica já foi observada em outros 

órgãos da MFS e acredita-se que essa ativação seja decorrente da influência do TGF-β, 
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tanto em pacientes quanto em modelos animais da MFS. Interessantemente, é observado 

que a ativação das MMP-9 no grupo MFS foi vista em diferentes órgãos, o que nos 

conduz a sugerir o efeito generalizado do desequilíbrio entre as microfibrilas e o TGF-β 

na MFS. (ISHII, ASUWA 2000; CHUNG et al. 2007; XIONH et al. 2008; STOLOT-

ARKIL et al. 2012; ÀGG et al. 2014; HOUGHTON, 2015; TROILO et al. 2016; DALE 

et al. 2017). 

Contudo, o grupo MFS
Trat

 apresentou um imunomarcação das MMP-9 de 

diferente perfil aos 3 meses e aos 6 meses. Aos 3 meses foi observado uma redução 

significante da imunomarcação das MMP-9 quando comparado com o grupo MFS e não 

apresentou diferença estatística quando comparado com o grupo WT, sugerindo o efeito 

benéfico da terapia de losartan sobre o efeito das MMP-9. PEPE et al. (2016) 

descreveram que a terapia de losartan tem a capacidade de bloquear a sinalização de 

TGF-β e por sua vez reduzir os efeitos do remodelamento tecidual promovido pela 

MMP-2 e MMP-9 (YANG et al. 2009).  

Por outro lado, aos 6 meses, o grupo MFS
Trat

 apresentou uma imunomarcação da 

MMP-9 significantemente maior quando comparado com os grupo MFS e WT. Esse 

resultado sugere um efeito limitado da terapia de losartan. FU et al. (2012) mostraram 

que o losartan promove um aumento significativo de expressão de MMP-9 para atenuar 

o remodelamento matricial em animais com fibrose renal. Entretanto, WANG et al. 

(2019) indicam em seu estudo que o aumento da MMP-9 no parênquima renal está 

associado a processos pró-fibróticos. Contudo, como já mencionado, CRAIG et al. 

(2015) mostraram o efeito ambíguo da MMP-9 nos processo fibróticos e antifibróticos.  

Conhece-se que a função principal da MMP-9 é degradar fibras elásticas 

(CHUNG et al. 2007). Contudo, nesse estudo observou-se que a imunomarcação da 

fibrilina-1 aos 6 meses do grupo MFS
Trat

 foi significantemente maior quando comparada 

com os grupos WT e MFS. Interessantemente, nesse mesmo período, foi evidenciado 

um aumento significativo da MMP-9 quando comparado com o grupo MFS e WT. 

Sugerimos que a alta atividade de MMP-9 pode estar sendo direcionada para outros 

componentes fibrilares como colágeno denaturado, na tentativa de evitar um possível 

processo fibrótico renal (FU et al. 2012; CRAIG et al. 2015).  

O declínio das fibras elásticas no parênquima renal e a excessiva atividade de 

MMP-9 sugere uma lesão progressiva no tecido, que pode estimular um remodelamento 

tecidual e até mesmo a fibrose do órgão (DÉSOGÈRE et al. 2019). Interessantemente, a 
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fibrose renal está associada ao aumento de α-actina nos fibroblastos, tanto no glomérulo 

quanto entre os tubos contorcidos (GELEILETE et al. 2000; SUN et al. 2016; BI-

CHENG et al. 2018).  

Embora aos 3 meses tenha sido observado que os animais do grupo MFS 

apresentaram uma imunomarcação de α-actina significantemente menor que os animais 

do grupo WT, sugere-se que a lesão presente aos 3 meses não esta associada a um 

processo fibrótico, podendo estar associada a outras alterações parenquitomatosas que 

serão exploradas em um futuro próximo.  

Por outro lado, aos 6 meses, observa-se uma imunomarcação de α-actina 

significantemente maior quando comparada com o grupo WT. Essa constatação é 

indicativo de um processo de fibrose no rim, corroborando os achados de XIAO et al. 

(2018), CHEN et al. (2019) e HE et al. (2019). Contudo, esse estudo não avaliou as 

fibras de colágeno para certificar a presença desse processo fibrótico.  

Além disso, é observado que o acúmulo de α-actina nos fibroblastos no 

parênquima renal é estimulado pela sinalização de TGFβ (SUN et al. 2016; BI-CHENG 

et al. 2018). Sugerimos que a cronicidade da lesão das fibras elásticas presente na MFS 

pode estimular o aumento da expressão de α-actina nos fibroblastos, sem 

necessariamente estar associado ao processo de fibrose renal como descrito por outros 

autores (SUN et al. 2016; BI-CHENG et al. 2018; XIAO et al. 2018; CHEN et al. 2019; 

HE et al. 2019).  

Como já mencionado, a terapia de Losartan tem a capacidade de bloquear a 

sinalização de TGFβ (PEPE et al. 2016). Aos 3 meses observou-se que tanto a 

expressão de MMP-9 quanto a expressão de α-actina no grupo MFS
Trat

 foi 

significativamente menor quando comparado com grupo MFS. Esse resultado sugere 

que a terapia tem efeito sobre a sinalização de TGFβ, pois ambas as proteínas são 

ativadas e estimuladas pela atividade excessiva de TGFβ (CHUNG et al. 2007; SUN et 

al. 2016; BI-CHENG et al. 2018; XIAO et al. 2018; CHEN et al. 2019; HE et al. 2019).  

Por outro lado, aos 6 meses, observou-se uma imunomarcação de α-actina 

significantemente maior no grupo MFS
Trat

 quando comparada com os grupo WT e MFS. 

Novamente, sugere-se que a terapia com losartan tem poder limitado para atenuar os 

desequilíbrios bioquímicos da matriz extracelular do rim. Além disso, sugerimos que a 

cronicidade da terapia pode desempenhar um efeito de remodelamento tecidual, uma 

vez que a α-actina está associada com esse processo (BI-CHENG et al. 2018).  
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Nesse estudo foi evidenciado que o modelo mg∆
lpn

 apresentou os fenótipos 

clássicos da doença com alterações vasculares e esqueléticas. Além disso, os resultados 

nos indicaram uma complexidade da doença, a qual envolve diferentes órgãos na 

fisiopatologia da síndrome de Marfan.  

Observou-se que o defeito da coluna torácica tem a capacidade de mudar o 

trajeto da aorta, criando uma possível resistência vascular e alterando a dinâmica do 

fluxo sanguíneo. Uma vez alterado, o fluxo sanguíneo na aorta sobrecarrega o coração, 

hipertrofiando principalmente o ventrículo esquerdo.  

Concomitantemente, evidenciou-se no pulmão alterações típicas enfisematosas, 

as quais estão relacionadas com a resistência vascular, principalmente dos grandes vasos 

pulmonares. Contudo, essa característica patológica no pulmão resulta em uma 

sobrecarga cardíaca no ventrículo direito, hipertrofiando-o.  

Além das alterações do eixo central do sistema circulatório, conhece-se a 

influência do rim nos processos de adaptação dos fluídos sanguíneos e no tônus 

vascular. Notoriamente, observou-se no grupo MFS que o glomérulo, o polo vascular e 

o espaço urinário eram significantemente menores, indicando uma possível resistência 

vascular, a qual pode contribuir na resistência do fluxo aórtico. 

Esse conjunto de alterações descritas indica um sistema com alta resistência 

vascular, o qual pode contribuir com a piora do fenótipo aórtico ou até mesmo no 

surgimento de aneurismas e dissecções.  

Por outro lado, a terapia com losartan mostrou uma efetividade na atenuação 

fenotípica somente aos 3 meses. Os resultados mostraram uma área alveolar e a 

espessura do ventrículo esquerdo significantemente menor, além do aumento do 

glomérulo e suas estruturas quando comparado com o grupo MFS, sugerindo uma 

recuperação do quadro sistêmico no modelo mg∆
lpn

. 

Sugerimos que as alterações presentes nos diferentes órgãos podem ser 

decorrentes de um processo adaptativo da modificação dos componentes da matriz 

extracelular, uma vez que se observou uma redução significante da proteína fibrilina-1 

no coração, pulmão e rim, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Além disso, notou-se 

que os animais do grupo MFS, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, apresentaram um 

aumento significante da imunomarcação da enzima MMP-9 no coração, pulmão e rim. 

A enzima MMP-9 tem como principal função a degradação das fibras elásticas e está 
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ativada nos processo de remodelamento tecidual, resultando na piora do fenótipo nos 

diferentes tecidos analisados.  

Interessantemente, com a terapia de losartan observou-se um aumento 

significativo da fibronectina no grupo MFS
Trat

 no coração, pulmão e rim, tanto aos 3 

meses quanto aos 6 meses, o que nos levar a sugerir que a terapia pode promover uma 

substituição de componente microfibrilar, uma vez que a fibronectina também tem papel 

estrutural nos órgãos citados. Especificamente aos 3 meses, notou-se que a terapia com 

losartan teve o poder de reduzir a imunomarcação de MMP-9 no pulmão, coração e rim 

e aos 6 meses aumentar a imunomarcação de fibrilina-1. 

Embora notoriamente tenha sido observado de forma sistêmica alterações nas 

proteínas fibrilina-1 e MMP-9, notou-se que o remodelamento tecidual foi órgão 

dependente, além de ter diferentes respostas ao longo do tempo, características as quais 

impulsionarão novos estudos futuros.  
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6.1 Conclusões 

  

1. Avaliar o fenótipo clássico do modelo mgΔ
lpn

 e a influência da terapêutica 

do Losartan® aos 3 meses e 6 meses. 

 

O modelo mgΔ
lpn

 apresentou a expressão do mRNA mutante do gene Fbn1, 

caracterizando um modelo dominante negativo, além de apresentar as alterações 

esqueléticas (hiperlordose) e vasculares (fragmentação das fibras elásticas e presença de 

aneurisma), tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, corroborando os achados já descritos 

do modelo. A terapêutica de Losartan® não influenciou na expressão do mRNA e na 

atenuação fenotípica do defeito esquelético, tendo efeito atenuante apenas nos aspectos 

vasculares, tanto morfológico quanto hemodinâmico.  

 

2. Avaliar o fenótipo cardíaco quanto a sua morfologia e as proteínas 

envolvidas na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a 

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 

 

Os animais mg∆
lpn

 apresentaram diferentes processos de adaptação cardíaca aos 3 meses 

e aos 6 meses. Contudo, ambas as idades apresentaram espessamentos dos ventrículos 

direito e esquerdo. Em relação ao componente microfibrilar, observou-se uma 

progressiva degradação das microfibrilas no parênquima cardíaco nas duas idades 

analisadas. Foi observado que a terapia com Losartan ®, tanto aos 3 meses quanto aos 6 

meses, tem o poder terapêutico de reduzir a espessura do ventrículo esquerdo. Ademais, 

promoveu a redução da enzima que degrada as microfibrilas, além de aumentar a 

expressão de fibronectina. Em suma, a terapia promove atenuação da degradação das 

microfibrilas no tecido cardíaco.  

 

 

3. Avaliar o fenótipo pulmonar quanto a sua morfologia e as proteínas 

envolvidas na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a 

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 
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Os animais mg∆
lpn

 tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram um aumento 

significante da área alveolar, sugerindo um processo enfisematoso, além da progressiva 

degradação das microfibrilas da parede alveolar, embora em ambos os períodos seja 

observado um processo de substituição tecidual por fibras de fibronectinas. Por outro 

lado, foi observado que a terapia de Losartan® apresentou um efeito atenuante somente 

aos 3 meses, tanto na diminuição da área alveolar, quanto na degradação das fibras 

elásticas.  

 

4. Avaliar o fenótipo renal quanto a sua morfologia e as proteínas envolvidas 

na formação das microfibrilas no modelo mgΔ
lpn

 com e sem a terapia com 

Losartan ® aos 3 meses e 6 meses. 

 

Os animais mg∆
lpn

 tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram uma redução das 

estruturas glomerulares e uma progressiva degradação das microfibrilas no parênquima 

renal. Por outro lado, foi observado que a terapia de Losartan® apresentou um efeito 

atenuante somente aos 3 meses, tanto no aumento das estruturas glomerulares, quanto 

na recuperação da degradação das microfibrilas.  

 

5. Intersectar os achados morfológicos e estruturais dos órgãos que 

influenciam o sistema circulatório no modelo mgΔ
lpn

 da síndrome de 

Marfan aos 3 meses e 6 meses. 

 

Os animais mg∆
lpn

 tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram uma degradação 

constante das microfibrilas, porém cada órgão apresentou um remodelamento tecidual. 

Além disso, foi observado que o defeito da coluna vertebral influencia o fenótipo 

aórtico, comprimindo a aorta e alterando a dinâmica do fluxo sanguíneo. 

Concomitantemente, foi observado que o pulmão apresenta alterações enfisematosas. 

As alterações aórticas e pulmonares têm potencial de sobrecarregar o coração, fazendo-

o hipertrofiar. Paralelamente, as alterações glomerulares e parenquitomatosas do rim 

podem gerar resistência vascular e esta contribuir com a piora dos fenótipos do eixo 

cardio-vascular.  
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