Universidade de Sdo Paulo .
Instituto de Biociéncias

y

_ instituto
Rodrigo Barbosa de Souza de biociéncias

Estudo morfologico e hemodindmico da aorta e anélise do remodelamento
das microfibrilas nos 6rgdos do sistema circulatorio do modelo mgA'p” sob
a terapéutica com Losartan®.

Morphological and hemodynamic study of the aorta and analysis of remodeling
of microfibrils in the organs of the circulatory system of the mgA'™ model under
Losartan® therapy.

Séao Paulo

2020



Rodrigo Barbosa de Souza

Estudo morfologico e hemodindmico da aorta e anélise do remodelamento
das microfibrilas nos 6rgaos do sistema circulatério do modelo mgA"On sob
a terapéutica com Losartan®.

Morphological and hemodynamic study of the aorta and analysis of remodeling
of microfibrils in the organs of the circulatory system of the mgA"™ model under
Losartan® therapy.

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias
da Universidade de S&o Paulo para obtencéo
de titulo de Doutor em Ciéncias.

Area de Concentragio: Biologia — Genética
Orientadora: Profa. Lygia da Veiga Pereira

Carramaschi
Co-orientador: Ivan Hong Jun Koh

Séao Paulo

2020



Autorizo a reproducao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletrnico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada
a fonte.

Ficha catalografica elaborada pelo Servigo de Biblioteca do Instituto de Biociéncias da USP,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a) no formulario:
‘https://biblioteca.ib.usp.br/ficha-catalografica/src/ficha php'

Barbosa de Souza, Rodrigo

Estudo morfoldgico e hemodindmico da aorta e
analise do remodelamento das microfibrilas nos
bdrgios do sistema circulatéric do modelo mg?lpn scb a

terapéutica com Losartan®. [/ Rodrigo Barbosa de
Souza ; orientadera Lygia da Veiga Pereira
Carramaschi ; coorientador Ivan Hong Jun Koh —- S&o
Paulo, 202

134 p.

Tese (Doutorado) -- Instituto de Biociéncias da

Universidade de S3o0 Paulo. Departamento de Genetica
e Biologia Ewolutiva.

1. Sindrome de Marfan. 2. tecido conjuntivo. 3.

fibrilina-1l. 4. modele animal. 5. anormalidades
cardiovasculares I. da Veiga Pereira Carramaschi,
Lygia , orient. II. Hong Jun Koh, Ivan, coorient.

ITT._ Tituln

Bibliotecaria responsavel pela catalogagdoc:
Elisabete da Cruz MNeves - CRB - B/622B



“Caminhante sdo suas pegadas a estrada e nada mais;

caminhante ndo tem caminho: o caminho é feito caminhando.” (Antonio Machado).



Dedicatoria

Eu dedico esse trabalho a minha avo, Marlene Barbosa de Souza, um exemplo
vivo de resiliéncia e determinacdo, minha referéncia de vida. Ao longo da minha
trajetdria académica, incentivou-me constantemente a buscar meus objetivos, sempre

com conversas aféaveis e firmes.



Agradecimentos Especiais.

Gostaria de agradecer @ minha orientadora professora Lygia da VVeiga Pereira por
toda ajuda e atencio dedicada ao longo do desenvolvimento do projeto. E
imprescindivel dizer a honra que eu tive em ser orientado por ela, além das valiosas
discussbes, sempre foi muito atenciosa, incentivando constantemente meu progresso
académico. Durante o projeto, a professora estimulou-me a aprender diversas expertises,

as quais foram ferramentas importantissimas para ampliar a compreensédo do projeto.

Também gostaria de agradecer ao meu co-orientador professor lvan Hong Jun
Koh, por toda ajuda e atencéo ao longo dos anos. Tive a oportunidade de ser orientado
por ele antes do projeto de doutorado, desde 2013. Além das valiosas discussdes ao
longo dos anos, me ensinou a destreza da microcirurgia e a interseccdo de diferentes

topicos académicos na elucubracdo dos fendmenos bioldgicos.

Além de agradecer aos meus orientadores, eu agradeco a Rachel Lang, minha
namorada, que me apoiou e estimulou o desenvolvimento de cada etapa desse projeto.
Além da calma e compreensdo de escutar e corrigir as apresentacfes e 0s textos, esteve
do meu lado em todos 0os momentos, sempre me incentivando e dizendo que tudo seria

possivel.



Agradecimentos

Embora ndo tenha sido foi oficializado como meu co-orientador, ndo posso
deixar de agradecer ao Dr. Luis Ernesto Farinha-Arcieri por toda ajuda nesses anos,
tanto nos esclarecimentos e nas metodologias, quanto na atencdo e nas discussdes de
elaboracdo de relatorios e trabalhos académicos. Uma pessoa impar, que sempre esteve
ao meu lado, auxiliando em todos os aspectos, desde o periodo anterior ao doutorado.

Curiosamente, a vida nos apresenta pessoas que se tornam grandes amigos e
companheiros para todas as horas, como o Dr. Renan Barbosa Lemes, que encontrei, ao
acaso, nos cafés da tarde da Universidade de S&o Paulo e, ao comegar a discutirmos
alguns tdpicos, iniciou-se uma grande amizade e alguns calculos ndo convencionais.

Durante esse periodo, pude construir uma amizade com Raquel Sarafian, Juliana
Borsoi, Isabela Gyuricza e Carolina Mendonca. Gostaria de agradecer toda ajuda nesses
anos, as conversas e o companheirismo em todos 0s momentos.

Também gostaria de agradecer aos amigos do laboratério Lance: Yordanca,
Gustavo, Raissa, Daniel, Fabiano, Mariana, Glauco e Patricia, por todo companheirismo
nesse periodo e pelas valiosas discussdes dos meus resultados nesses anos

N&o posso deixar de agradecer as amizades formadas no laboratorio de
microcirurgia: Ana Alvim, José Custddio, Ye Ran Kang, Marta Nakamae, Sayone
Moura, Giovana Obara, Lissa, Karine Rhein, Germano, Ernesto. Grandes amigos para
todas as horas, grandes auxilios ao longo do tempo e sempre deixando na memdria
motivos alegres para recordar.

Gostaria de agradecer ao Professor Ricardo Toma, por sua ajuda nesses anos
todos. E um grande amigo e me possibilitou construir pontes em diversos
conhecimentos.

Sou imensamente agradecido por ter a colaboracao do Instituto Biologico de Sao
Paulo, que abriu as portas para mim desde a graduacdo. Com destaque para a Profa.
Marcia Helena Braga Catroxo, do Laboratério de Microscopia Eletrdnica e para a Profa.
Ana Maria Cristina R.B.F. Martins do Laboratorio LISA.

Particularmente eu gostaria de agradecer a Luara Lucena Cassiano, a qual foi
minha veterana na graduacdo e ao longo de toda a minha trajetoria académica auxiliou
em todos os aspectos. Além da amizade, a Luara auxiliou em todos os protocolos

morfolégicos para execugdo das técnicas em histologia e imunohistoquimica.



Durante o doutorado tive a oportunidade de fazer uma visita académica em
Cardiff University's School of Optometry and Vision Sciences, coordenada pelo Prof.
Keith Meek, o qual me orientou nesse periodo em técnicas de ultra-estrutrura e em
reconstrucdo de estruturas de componentes da matriz extra celular. Foi um periodo de
grandes aprendizagens, unico e memoravel. Gostaria de agradecer o acolhimento e o
auxilio do Prof. Keith Meek, Philip Lewis, Sally Hayes, Rob Young e Eleanor Feneck.

Gostaria de agradecer ao professor Dieter P. Reinhardt da McGill University,
Department of Anatomy and Cell Biology and Faculty of Dentistry, Montreal, Quebec,
Canada, por fornecer o anticorpo de anti-fibrilina-1 para executar o trabalho.

Também gostaria de agradecer toda ajuda do prof. Alberto F. Ribeiro,
coordenador do Laboratério de Biologia Celular, e os técnicos Sheila Schuindt do
Carmo, Waldir Caldeira e Marcio V Cruz por toda ajuda na aquisi¢do e interpretacdo
dos achados ultra-estruturais.

Gostaria de agradecer as grandes e pertinentes discussdes com 0s professores
Ricardo Smith, Roberto Tedesco, Marcelo e Maldonado da disciplina de Anatomia
Descritiva e Topografica da Universidade Federal de Sdo Paulo. Por toda a paciéncia e
calma ao explicar-me as associacGes morfoldgicas e suas repercussoes.

N&o posso deixar de agradecer todo auxilio da professora Janette Cerutti e da
Thais Biude do departamento de Morfologia e Genética da Universidade Federal de Séo
Paulo. Por sempre auxiliar nos experimentos.

Ao longo do periodo de doutorado, tive a honra e a oportunidade de conviver
com o professor Afonso Caricatti-Neto que me auxiliou nos experimentos
morfofuncionais, sempre incentivando meu progresso cientifico e trazendo discussdes
que abordavam diferentes pontos de vista.

Gostaria de agradecer imensamente ao Christian Alber e a Jacqueline do biotério
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo por toda ajuda nesses anos, ao
fornecer os animais para esse projeto e pelo cuidado que sempre tiveram ao tratar dos
camundongos.

Gostaria de agradecer ao Flavio e a Carolina Luposeli, por todo auxilio nesses
anos, sempre incentivando meu progresso.

Gostaria também de agradecer a Silvia Abuchain e a Nivia Stela pelo apoio e
companheirismo em todos esses anos, desde 2013. Por sempre estarem ao meu lado,

incentivando e acreditando no meu potencial.



Além disso, tenho muito que agradecer a Ana Patricia e a Erika Takamoto pela
paciéncia de explicar-me, de forma constante, algumas burocracias, sem me
desestimular o progresso.

Por ultimo, ndo posso deixar de agradecer a minha familia pelo apoio nesses
anos durante a execucdo da tese.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001 e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) — Projeto. 2016/16077-0.



Lista de Figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10

Figura 11,
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14,
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22,
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27,
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.

Medida para definir o fen6tipo esquelético

Fragmentacgdo das fibras elasticas

Mensurages cardiacas

Mensuracao pulmonar

Mensurag6es do rim

Mensuracdo da intensidade da imunofluorescéncia

Gréfico de expressdo do gene Fbnl no pulmdo aos 3 meses
Grafico de expressao do gene Fbnl no pulméo aos 6 meses
Fendtipo esquelético 3 meses

. Fendtipo esquelético 6 meses

Anadlise das fibras eléasticas por meio de microscopia eletrénica de varredura
Taxa de integridade de fibras elasticas

Fluxo sanguineo da aorta toracica

Curva Spectral do fluxo sanguineo da aorta toracica aos 3 meses
Curva Spectral do fluxo sanguineo da aorta toracica aos 6 meses
Morfologia Cardiaca aos 3 meses.

Fibrilina-1 e o tecido cardiaco aos 3 meses

MMP-9 e o tecido cardiaco aos 3 meses

Fibronectina e o tecido cardiaco aos 3 meses

Morfologia Cardiaca aos 6 meses

Fibrilina-1 e o tecido cardiaco aos 6 meses

MMP-9 e o tecido cardiaco aos 6 meses

Fibronectina e o tecido cardiaco aos 6 meses

Morfologia pulmonar aos 3 meses

Morfometria do pulmé&o aos 3 meses

Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 3 meses

MMP-9 e o tecido pulmonar 3 meses

Fibronectina e o tecido pulmonar 3 meses

a-actina de musculo liso e o tecido pulmonar 3 meses
Morfologia pulmonar aos 6 meses

Morfometria do pulmé&o aos 6 meses

Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 6 meses

37
38
38
39
40
40
43
44
45
46
47
48
49
50
51
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69



Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.

MMP-9 e o tecido pulmonar 6 meses

Fibronectina e o tecido pulmonar 6 meses

a-actina de musculo liso e o tecido pulmonar 6 meses
Morfologia das estruturas glomerulares aos 3 meses
Fibrilina-1 e o tecido renal 3 meses

MMP-9 e o tecido renal 3meses

Fibronectina e o tecido renal 3 meses

a-actina e o tecido renal 3 meses

Morfologia das estruturas glomerulares aos 6 meses
Fibrilina-1 e o tecido renal 6 meses

MMP-9 e o tecido renal 6 meses

Fibronectina e o tecido renal 6 meses

a-actina e o tecido renal 6 meses

69
70
71
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82



Lista de abreviacdo e Nomenclatura

MFS — Sindrome de Marfan

MEC — Matriz extracelular

MAGP — Glicoprotepina associada a microfibrila
TGEFp — Fator de Crescimento Transformador 3
MMP — Metaloproteinase

VSMC — Célula da musculatura lisa vascular
SMTN — Smoothelina

mgA™" - mgA LoxPneo

WT — Animais selvagens

AT1 — Receptor do tipo |

Angll — Agiotensina Il

MFS™™ - mgA"™ tratados com Losartan®
mRNA — Acido ribonucléico mensageiro

DNA — Acido desoxirribonucléico

RT-PCR — Reverse Transcription Plymerase Chain Reaction
PBS — Tampéo Fosfato

SEM — Microscopia eletronica de varredura
gPCR — Quantitative Real Time PCR

KI — Kyphosis Index

(N) — Numero fragmentacdes das fibras elasticas
EFI — indice de integridade das fibras elasticas
MMP-9 — Metaloproteinase-9

ERK - Sinal regulado quinase

MMP-2 — Metaloproteinase-2

Th1l - Célula T helper 1

Th17 — Célula T helper 17



Resumo

A sindrome de Marfan (MFS) (OMIM #154700) é uma doenca autossdmica
dominante que apresenta mutacdo no gene FBN1, o qual codifica a proteina fibrilina-1,
localizada na aorta, coracao, pulméo e rim, 6rgaos principais no eixo cardiovascular. O
defeito da fibrilina-1 desempenha um papel de remodelamento tecidual, ativando outras
proteinas da MEC e a terapia com Losartan® tem potencial para atenuar as alteraces
matriciais na sindrome de Marfan. Dado os limites metodol6gicos na clinica, é usual a
utilizacdo de modelos experimentais para a compreensdo dos mecanismos intrinsecos de
doencas. O modelo mgA™ recapitula as alteracdes clinicas e tem uma alta sobrevida.
Por essa razdo, o estudo objetivou analisar as repercussdes estruturais dos 6rgdos do
eixo cardiovascular no modelo mgA™ e a influéncia da terapéutica do Losartan® aos 3
meses e aos 6 meses. No presente trabalho foram utilizados 72 camundongos, sendo
eles distribuidos nos grupos: Selvagens (WT), mgA™ (MFS) e mgA'™ tratados com
Losartan® (MFS™"). Em cada grupo havia animais nas idades de 3 meses e 6 meses,
com 12 animais por idade. Para caracterizar as alteragdes no modelo foram utilizadas as
técnicas: raio-x, rtPCR, analise de hemodinadmica, histomorfometria, ultra-estrutural e
imunohistoquimicas (fibrilina-1; MMP-9; fibronectina e a-actina de musculo liso). O
modelo mgA™" apresentou defeito da coluna torécica, o qual teve a capacidade de mudar
0 trajeto da aorta, alterando a dindmica do fluxo sanguineo. Uma vez alterado, o fluxo
sanguineo na aorta sobrecarrega o0 coracdo, hipertrofiando principalmente o ventriculo
esquerdo. Concomitantemente, o pulmao apresentou enfisema e o rim apresentou uma
significativa reducdo do glomérulo, do polo vascular e do espago urinario. Além disso,
notou-se uma reducdo significante da proteina fibrilina-1 e um aumento de MMP-9,
tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, indicando uma degradacdo progressiva das fibras
elasticas em todos os oOrgdos analisados. A terapia com Losartan® mostrou uma
efetividade na atenuacgdo fenotipica somente aos 3 meses, aumentado a expressdo de
fibronectina e reduzindo a expressdo de MMP-9. Embora notoriamente tenham sido
observadas de forma sistémica altera¢des nas proteinas fibrilina-1 e MMP-9, foi notado
gue o remodelamento tecidual foi 6rgao dependente, além de ter diferentes respostas ao

longo do tempo, caracteristicas as quais impulsionardo novos estudos futuros.

Palavras Chaves: Sindrome 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 mgA™ 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 mgAlpn 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), rngA"on (MFS), and mgAlpn 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 a-actin). The mgAlpn 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.
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1.1 A Sindrome de Marfan

A Sindrome de Marfan (MFS) (OMIM #154700) é uma doenca genética com
alteracbes no tecido conjuntivo, que apresenta um padrdo de heranga autossomica
dominante, com incidéncia estimada de 1 para 5.000 nascidos vivos (CHIU et al.,
2014). A doenca, descrita pela primeira vez em 1896 pelo pediatra francés Antoine
Bernard Marfan (BEIGHTON, 1993), é provocada por mutagdes no gene FBN1
(15921.1) que apresenta uma organizacdo gendmica de 65 exons, com 200 Kb e um
MRNA de 9663 nucleotideos (PEREIRA et al. 1993; CORSON et al. 1993; BIERY et
al. 1999).

1.2. O gene FBNL1 e a proteina fibrilina-1

O gene FBNL1 codifica a proteina fibrilina-1, uma glicoproteina ligante de célcio
(HANDFORD, 2000), encontrada na matriz extracelular (MEC) do osso, da pele,
pulmdes, rins, vasos sanguineos, cartilagens, tenddes, musculos, cornea e zénula ciliar
(SAKAL et al. 1991). A fibrilina-1 é uma das principais e a mais abundante proteina do
componente fibrilar na formacdo do sistema de fibras elasticas (SHERRATT et
al.2001).

A formacdo do sistema de fibras elasticas decorre da interacdo dos componentes
fibrilares (fibrilina-1, fibrilina-2, fibronectina-4, fibulina-8 e com as MAGP
(glicoproteinas associadas a 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 sdo classificados em trés tipos de fibras: oxitalanicas, elauninicas e elastica
madura.

Pela ampla distribuicdo da proteina fibrilina-1 na MEC, encontra-se na MFS
alteracdes em seus sitios de predominancia, como: dismorfologia 6ssea, escolioses,
enfisema pulmonar, edema pulmonar, ruptura dos alvéolos pulmonares, pneumotorax
espontaneo, glomerulonefrite com membrana proliferativa, glomeruloesclerose
segmentar e focal, dilatagdo da aorta, aneurismas, dissecc¢Oes da aorta, ectopia da lente,
ceratocone, cérnea plana e hérnias no sistema digestério (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 formacdo do sistema de fibras elasticas,
apresenta uma acdo antagbnica com a citocina TGF-B, que ¢é estabelecida pela
ancoragem da citocina na fibrilina-1 e, dessa forma, a citocina é sequestrada na proteina,
transformando-a, no seu estado de laténcia. (KAARTINEN, WARBOUOTON, 2003;
BYERS, 2004; KIELTY, 2006; SENGLE et al. 2012).

1.3. TGFp1le suas repercussdes

A principal causa de 6bito na MFS é a ruptura da aorta nos processos
aneurismaticos e na disseccdo classica (SOUZA et al. 2017; PYERITZ, 2018). Por essa
razdo, os estudos da repercussdo da citocina TGFf sdo direcionados para as estruturas
na aorta.

Na MFS, a alteracdo da fibrilina-1 inibe o sequestro da citocina TGFp, que se
ativa em excesso na MEC, promovendo uma expressdo acentuada das metaloproteinases
(MMP), cuja funcdo é degradar elementos matriciais. Sua ativacdo na MFS promove a
deterioracdo das propriedades mecénicas da aorta, aumento da elastolise, baixa
contratilidade, aumento da apoptose e da osteopontina nas células de musculatura lisa
vascular (VSMC), tornando o vaso suscetivel ao desenvolvimento de aneurisma, de
disseccéo e ruptura (BUNTON et al. 2001; CHUNG et al. 2007; BALDWIN et al. 2013;
CROSAS-MOLIST et al. 2015).

As contraces das VSMCs, em condigdes fisioldgicas, regulam a integridade de
resisténcia a tracdo da parede da aorta, e, na MFS, essa integridade de resisténcia a
tracdo na aorta apresenta-se limitada. (CHUNG et al. 2007). CROSAS-MOLIST et al.
(2015) mostraram que a persisténcia da sinalizagdo cronica do TGFB1 na MFS era um
potente regulador das VSMC, podendo alterar o fendtipo de diferenciacdo basal das
mesmas.

Nos estudos com o modelo experimental C1039G (CHUNG et al. 2007; e
SYYONG et al. 2009), foi observada uma redugdo na contracdo das VSCMs e, em
estudos com pacientes com MFS, notou-se uma alta expressdo de a-actina, smoothelin
(SMTN), proteina-22alpha do musculo liso, calponina-1 e colageno-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 superficie celular as caspases, que
contribuem para degradacdo da elastina (EMRICH et al. 2015), o que induz a uma



23

maior deficiéncia na integridade de resisténcia a tracdo da parede da aorta (CHUNG et
al. 2007).

Observa-se que a MFS é uma doenga que apresenta fendtipos vasculares
imprevisiveis e complexos pelo comprometimento da parede vascular, podendo levar os
pacientes a apresentarem em alguns casos multiplos aneurismas ou, até mesmo,
aneurismas e dissec¢Bes. O cenario cadtico que a doenca apresenta faz com que a
cirurgia e o tratamento sejam um desafio para os cirurgides e os clinicos. (CRAWFORD
et al.1990; VIRGILIO et al. 1994; NIINAMI et al. 1999; MAGNONI et al. 2012;
SAITO et al. 2014).

1.4 Aspectos clinicos

O desequilibrio matricial da fibrilina-1 é visto em diferentes 6rgdos resultando
nos pacientes em alteracdes em outros sistemas. No sistema esquelético, por exemplo:
Os pacientes apresentam altura acima da média, membros longos e com alta mobilidade,
escoliose e malformacbes do esterno e do palato (GLARD et al. 2008; PYERITZ,
2018). Essas alteracBes causam dores musculares, nos 0ssos e nas articulagGes. Além
disso, alguns pacientes apresentam dificuldade na fala devido a malformacdes do palato.
As malformacdes e fragilidade da coluna espinhal podem acarretar graves danos e
alguns casos de Obito ja foram relatados em pacientes que sofreram subluxacdo
espontanea atlanto-axial (GLARD et al. 2008; PYERITZ, 2018).

Além disso, as alteracfes oculares também sdo comuns em pacientes afetados
pela MFS (PYERIZT 2018). Cerca de 60% dos pacientes diagnosticados apresentam
deslocamento do cristalino (Ectopia lentis), caracteristica considerada chave para o
diagnédstico clinico da MFS, uma vez que outras doencas com caracteristicas
semelhantes como sindrome Loeys-Dietz ndo apresentam essa caracteristica
(MEESTER et al. 2017). Acredita-se que a Ectopia lentis ocorre devido a fragilidade do
tecido conectivo que sustenta o cristalino (ESFANDIARI et al. 2019).

Como ja mencionado, a causa de morte da MFS ¢é a ruptura da aorta, contudo as
alteracdes cardiovasculares séo distribuidas em diferentes fenotipos. Segundo a revisdo
de STUART e WILLIANS, (2007): 60% a 80% dos pacientes sdo diagnosticados com
dilatagdo da aorta e posteriormente desenvolvem disseccdo; 76% com dilatacdo da
artéria pulmonar com ocasionais processos de dissec¢do; 80% a 100% com dilatagédo da

parte descendente da aorta ocasionando posteriormente a sua disseccdo. Além disso, as
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alteracdes cardiacas observadas foram: 52% a 68% com prolapso priméario da valva
mitral com posterior desenvolvimento de arritmias; 36% com disfuncdo ventricular
esquerda (em criancgas); 20%-30% com arritmias, 4% com prolapso da valva tricispide;
4% com defeito do septo atrial e, em menos de 1%, com formagéo de aneurisma nas

artérias coronarias.

1.5 Outros aspectos que influenciam o fenétipo adrtico na Sindrome de Marfan

As alteracdes na aorta da MFS sdo um conjunto complexo de fatores intrinsecos
e extrinsecos. Aetiopatogenia dos fatores pode ter origem decorrente das alteracfes dos
componentes da MEC da aorta e das alteragdes na estrutura do fluxo sanguineo,
desencadeando um processo aterosclerético na aorta (BUNTON et al., 2001; CHUNG et
al., 2007; BALDWIN et al., 2013; QUERZOLLI et al., 2014; CROSAS-MOLIST et al.,
2015; EMRICH et al., 2015).

Considerando que o principal papel da aorta é conduzir o fluxo sanguineo para
atender as demandas metabélicas e nutricionais do corpo, sua camada meédia €
constituida de fibras elésticas e outras fibrilas, as quais foram projetadas para fornecer a
elasticidade necessaria para a expansao e recuo resultante dos batimentos cardiacos ao
longo da vida (KIELTY, 2017). Na MFS as alteracdes nos componentes estruturais que
constituem a parede da aorta toracica indicam um mecanismo comprometido de
amortecimento da pressao sistélica com maior rigidez da parede adrtica e, portanto,
apresenta uma limitada complacéncia para absorver as pressdes sistolicas (SOUZA et al.
2019).

Além disso, acredita-se que o defeito na MEC de alguns modelos de
experimentacdo e pacientes resulta em tortuosidade da aorta com limen dismorfico.
Isso, por sua vez, pode levar a um fluxo sanguineo turbulento e sua forca de
cisalhamento pode apresentar um padrdo de fluxo de vortice / hélice aberrante com
potencial de desencadear lesdes na parede adrtica (QUERZOLLI et al. 2014; GEIGER, et
al. 2017; SOUZA et al. 2019).

1.6 Influéncia de outros 6rgados nos aspectos vasculares na Sindrome de Marfan

A aorta pertence ao sistema circulatorio e é um dos principais vasos que tem a
funcdo de retirar sangue do coracdo e conduzir o fluxo sanguineo para o corpo
(KIELTY 2017; SCHRENKET al. 2018). Em razdo dessa relagdo, tanto o coracao
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quanto a aorta podem exercer influéncia um sobre o outro, por exemplo: Processos de
remodelamento cardiaco podem influenciar a demanda sanguinea aortica e em situacoes
patoldgicas gerar insuficiéncia cardiaca (GALLO et al. 2019). Curiosamente, foram
observados defeitos cardiacos em pacientes e modelos da MFS que podem piorar o
fenotipo aortico (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
etal. 2016; ARUNAMATA et al. 2018; SOUZA et al. 2019).

Interessantemente, processos de remodelamento cardiaco (hipertrofia das
camaras ventriculares) podem influenciar a dindmica circulatéria do pulmdo e o
parénquima pulmonar pode influenciar a dindmica circulatoria, culminando em
hipertensdo 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 cardiaca e a hemodindmica, principalmente nas
funcBes de regular o equilibrio da dgua e do sddio (no controle da pressao arterial) e no
tamponamento pulmonar. (PALM, NORDQUIST, 2011; WADEI, TEXTOR, 2012;
HUSAIN-SYED et al. 2016). Em processos patoldgicos, o rim tem um papel
importantissimo na fisiopatologia das doencas pulmonares (hipertensdo pulmonar e
doenca pulmonar obstrutiva cronica) e cardiovasculares (resisténcia vascular,
hipertensdo e hipertrofia dos ventriculos direito e esquerdo) (CROWLEY et al. 2006;
GAITA etal. 2012; BASU, WHEETER, 2012; HUSAIN-SYED et al. 2016; VISCONTI
etal. 2016; SALLECK, JOHN, 2017; KUMAR et al. 2019).

Contudo, a interligacdo desses 0rgaos nos processos patoldgicos da MFS ainda
ndo foram relacionados, embora eles tenham um papel importantissimo no eixo

cardiovascular.

1.7 Modelo Animal para MFS

Dado o limitado conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na
doenca vascular na MFS e a limitacéo ética em estudos clinicos, houve a necessidade de
criar modelos animais que pudessem simular as manifesta¢des clinicas a fim de auxiliar
sua melhor compreensdo (HAMILTON, YU, 2012; CHIU et al., 2014).

Os primeiros modelos experimentais, o mgA e o mgR, desenvolvidos por
PEREIRA et al. (1997) e PEREIRA et al. (1999), respectivamente, apresentam baixa

expressdo do alelo mutado de Fbnl e, assim, apenas 0s homozigotos apresentam
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caracteristicas da sindrome (PEREIRA et al. 1997; PEREIRA et al. 1999; JUDGE et al.
2004).

Posteriormente, observou-se que estes modelos ndo forneciam meios confiaveis
para testar a interferéncia dominante negativa do alelo mutante (JUDGE et al. 2004).

Em seguida, ocorreu a criacdo do modelo murino C1039G, que, apesar de
apresentar alteracdes esqueléticas em heterozigose, apresenta fendtipo vascular discreto.
(JUDGE et al. 2004).

O modelo mais recente ¢ o mgA™, que manifesta a dominancia negativa da
doenca e apresenta alteracdes esqueléticas, cardiovasculares e um processo inflamatério
crénico dos pulmaes.

Interessantemente, a mutacdo do modelo mgA™ apresenta comportamento
diferente dependendo da cepa dos animais, por exemplo: A cepa 129 / Sv apresentam
uma ampla variabilidade clinica de fenétipos considerados leves até muito graves, antes
dos 6 meses de idade. Diferentemente, na cepa C57/Black6é os fenétipos graves
aparecem principalmente aos 6 meses (LIMA et al. 2010).

SOUZA et al. (2019) mostraram que os animais mgA™" tem alteracdes nos
componentes estruturais que constituem a parede da aorta toracica como: Presenca de
fragmentacdo severa e desorganizacdo das fibras elasticas, fibras interlamelares
desconectadas e presenca de colageno tipo I. Além disso, no grupo de animais que
tinham aneurisma e disseccdo aortica foram observadas alteragdes na curva espectral do
fluxo sanguineo, aumento da frequéncia cardiaca e redugdo do fluxo sanguineo quando
comparados aos animais WT, indicando alteracbes na biomecénica da aorta, aléem da

presenca de insuficiéncia cardiaca de alto débito.

1.8 Terapéutica na MFS

As terapias vigentes para a MFS visam a reducdo dos fatores de estresse da
macrocirculagdo, por meio de B-bloqueadores e inibidores da Angiotensina Il. O uso de
B-bloqueadores resulta na diminuicdo da pressdo sanguinea, frequéncia cardiaca e
dilatagcdo da aorta (LOYES, 2015); ja o uso de inibidores do receptor tipo | (AT1) da
Angiotensina Il, resulta na redugdo da resisténcia arterial periférica e subsequente
reducdo da presséo 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 Il (Ang Il), com destaque na terapia da MFS é o
Losartan®, que inibe o receptor AT1 da Ang Il. Seu uso tem sido promissor no
tratamento em camundongos, sendo capaz de reduzir a atividade de TGF1 e reverter os
fendtipos pulmonares e aorticos, como a restauracdo das fibras elasticas, redugdo da
atividade das MMP 2 e 9, além de recuperar as propriedades mecénicas das células da
musculatura lisa vascular (SYYONG et al. 2009; HABASHI et al. 2006).

A efetividade da terapia de Losartan® na MFS se d& pelo fato dela diminuir a
fosforilacéo e a translocagdo nuclear de Smad2 (transdutor de sinal intracelular e um
modulador da transcricdo ativada por TGF-B). Essa diminui¢do da fosforizagdo da
Smad2 tem efeito direto na sinalizacdo de TGFp, que resulta em sua diminuigdo, Visto
que na MFS o excesso da sinalizagdo por TGF-p apresenta um papel no alargamento da
raiz da aorta (HABASHI et al. 2006; HABASHI et al. 2011)

Contudo, a terapia com Losartan®, como ja mencionado, inibe somente AT1 da
Ang Il, deixando ativa a sinalizacdo do receptor tipo 2 (AT2) da Ang Il. Segundo
HABASHI et al. (2011), a ativacdo da sinalizacdo AT2 resulta numa diminuicdo da
proliferacdo celular e um aumento da apoptose (HABASHI et al. 2011).

A efetividade da terapia com Losartan® nos modelos experimentais tem
provocado muito entusiasmo, 0 que ocasionou 0 inicio de varios ensaios clinicos na
MFS, que resultaram na diminuicdo significante do crescimento do seio da Valsalva na
aorta e da pressdo sistdlica central e diast6lica arterial (LOEYS, 2015; BAHTT et al.
2015). Contudo, FRANKEN et al. (2015) referem que a efetividade do Losartan® é
dependente da dominancia negativa das mutacGes do gene FBNL.

Apesar das terapias vigentes para o controle do dismorfismo adrtico atenuarem o
fendtipo vascular, o 6bito por ruptura da aorta continua persistindo, denotando a
necessidade de aprofundar o conhecimento relativo as possiveis influéncias sistémicas
na MFS.
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2. OBJETIVO
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2.1 Objetivo Geral

Estudar a repercussdo estruturais dos orgdos que influenciam o sistema

circulatério no modelo mgA

Losartan®.

'™ da sindrome de Marfan e a influéncia da terapéutica do

2.2 Objetivos Especificos

1.

Avaliar o fenétipo classico do modelo mgA"™ e a influéncia da terapéutica
do Losartan® aos 3 meses e 6 meses.

Avaliar o fenotipo cardiaco quanto a sua morfologia e as proteinas
envolvidas na formacéo das microfibrilas no modelo mgA™ com e sem a
terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses.

Avaliar o fen6tipo pulmonar quanto a sua morfologia e as proteinas
envolvidas na formacéo das microfibrilas no modelo mgA™ com e sem a
terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses.

Avaliar o fenotipo renal quanto a sua morfologia e as proteinas envolvidas
na formacéo das microfibrilas no modelo mgA”™" com e sem a terapia com
Losartan ® aos 3 meses e 6 meses.

Intersectar os achados morfolégicos e estruturais dos Orgdos que
influenciam o sistema circulatério no modelo mgA™ da sindrome de

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

O modelo animal utilizado nesta pesquisa foi 0 de camundongos fémeas
mgA® de 3 e 6 meses, mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, em gaiolas coletivas e em ambiente com dispositivo
automatizado que proporciona claro/escuro (6h00min — 18h00min). Os animais
receberam dieta Labina®, agua ad libitum e permaneceram em aclimatacdo, por um
periodo de sete dias anteriores a realizacdo do estudo. Posteriormente, foram
transportados para o Biotério do Departamento de Cirurgia da Escola Paulista de
Medicina, onde ficaram em adaptacédo e aclimatacdo, por pelo menos oito dias antes de
serem manuseados para 0 experimento.

Esta linhagem de camundongos mgA™ é um modelo para MFS que
apresenta uma delecdo in-frame dos exons 19-24, e o heterozigoto manifesta fenotipos
cardiovasculares, esqueléticos e pulmonares (LIMA et al. 2010; GYURICZA et al.
2020).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Uso e Cuidado Institucional de
Animais do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o 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
distribuidos nos grupos: Selvagens na linhagem 129/Sv (Grupo WT), grupo de animais
mgA™ na linhagem 129/Sv (Grupo MFS) e de animais mgA™ na linhagem 129/Sv
tratados com losartan (Grupo MFS™). Em cada grupo havia animais nas idades de 3

meses e 6 meses, com 12 animais por idade.

3.3 Procedimentos
3.3.1 Administracéo da droga losartan

Os animais mgA"™ pertencentes a linhagem 129/sv receberam a administracéo
oral da droga Losartan® (Cozaar®), desde o desmame até o periodo de estudo (3 e 6
meses). A droga foi diluida em um razdo de 0,6 g/L em agua 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 apds
afericdo do peso em balanca digital. Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal com uma associa¢do de Ketamina® e Xylazina® (4:1), na dose de 0,1
mL/100 g de massa por via intraperitoneal.

3.3.3 Radiografia

ApoGs 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 periodo de 3,0 ms (milissegundos) (Tecno-Design — 500Ma/ 125
Kv).

3.3.4 Ato Operatorio

Apds a anestesia, 0s animais foram imobilizados em prancha cirdrgica, em
decubito dorsal, com suas extremidades fixadas com fitas adesivas. A seguir, foi
realizada a antissepsia da parede abdominal ventral com &lcool a 70% e posterior
colocacdo dos campos cirdrgicos fenestrados e esterilizados.

3.3.4.1 Laparotomia

Posterior a colocacdo dos campos cirdrgicos, foi realizada a abertura da parede
abdominal mediante incisdo longitudinal mediana de todos os planos anatdmicos, com
aproximadamente cinco centimetros, utilizando-se bisturi com lamina 15 e tesoura tipo
Mayo-Hegar reta. Em seguida, foi exposto o intestino delgado, rebatendo-se ambas as
estruturas para a exposicao da aorta, da veia cava inferior e do rim.

Em todos os procedimentos operatérios, foi utilizado o microscopio cirargico
modelo M900 D.F. Vasconcellos®, além de instrumental microcirurgico em condicdes

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

abdominal supra-frénica foi realizado a mensuragéo do fluxo desse vaso.

3.3.4.2 Eutanasia
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A eutanésia foi realizada apds os monitoramentos, por meio da seccdo da aorta
abdominal (proximo ao ramo da artéria iliaca comum direita e esquerda) e subsequente

choque hipovolémico sob a anestesia geral.

3.3.5 Coleta de amostras
3.3.5.1 Coleta dos fragmentos

Imediatamente apds a eutandsia, foram retirados fragmentos de pulm@o, aorta
torécica, coragdo e rim. Os fragmentos foram destinados para analise histoldgica, ultra-
estruturais (Microscopia eletrdnica de Varredura) e imunomarcacdo. Para analise de
expressao de mRNA, foi coletado fragmento de pulméo, o qual foi imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C.

Para precisdo da escolha dos fragmentos das regides dos 6rgaos almejados, foi
utilizado microscdpio cirdrgico modelo M900 D.F. Vasconcellos®.

3.3.5.2 Extracdo de RNA

Previamente a extracdo de RNA, fragmentos de pulmédo congelados em
nitrogénio liquido foram macerados em cadinhos contendo nitrogénio liquido até que
virassem pd. Apos esse procedimento, foi adicionado um volume equivalente a 1mL de
TRIzol e homogeneizado com auxilio de pistilo. O contetdo dos cadinhos foi
transferido para tubos de 2 mL e, com o objetivo de desfazer possivel restos de tecidos,
0 conteudo passou cerca de 12 vezes por seringa de 1 mL com agulha de 21 Gauges. As
amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80°C até
que fosse feita a extracdo de RNA.

Para a extracdo de RNA, as amostras de pulmé&o foram incubadas no gelo por 5
minutos e, em seguida, foram adicionados 200uL de cloroférmio a cada amostra,
agitando vigorosamente. As amostras foram incubadas por 2 minutos no gelo e
centrifugadas a 12000 g a 4°C por 15 minutos, para a separagéo de trés fases: Superior,
média e inferior. A fase superior continha 0 RNA de interesse.

O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo tubo, o qual foi
adicionado 1 mL de etanol 70%, diluido em dietil pirocarbonato, homogeneizando as
amostras por inversdo. Em seguida, o RNA das amostras foram purificados utilizando
colunas RNeasy MiniSpin do kit de extracdo de RNA, RNeasy MiniKit (Qiagen, 74106),
seguindo instrucdes do fabricante. Durante a purificacdo de RNA nas colunas, foi feita a
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deplecdo de DNA por meio de digestdo com DNAse utilizando-se RNase-Free DNase
Set (Qiagen, 79254), de acordo com as instruc6es do fabricante.

Ap0s esse procedimento, as amostras foram quantificadas e realizada uma PCR
para B-actina para confirmar a auséncia de contaminacgdo por DNA. Para isso utilizamos

0s seguintes oligonucleotideos, que amplificam um fragmento de 154pb (Tm 60°C):

ActbF: 5> —GGC TGT ATT CCCCTC CATCG -3’
ActbR: 5 - CCA GTT GGT AAC AATGCCATGT-3

As condicbes de amplificacdo foram: Etapa 1 (1 ciclo) — 94°C 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) — 72°C por 4 minutos.

As reagdes foram montadas adicionando 1pL de cada oligonucleotideo
(concentracdo final de 200nM), 2uL de solucdo tampao 10x (Invitrogen), 0,8uL MgCl;
(50Mm, Invitrogen), 0,32uL. de dNTPs (5mM; Invitrogen), 0,2uL da enzima taqg DNA
polimerase (Invitrogen), 1uL. do RNA agua deionizada para um volume final de 20uL
para cada reacdo. Apo6s o término da etapa de amplificacdo, 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 sintese de DNA complementar
(cDNA) utilizando SuperScript™ 111 Reverse Transcriptase (Termo Fisher, 18080044),
a partir de 500ng de RNA total, seguindo as instruc6es fornecidas pelo fabricante. Na
primeira etapa do procedimento foram adicionados 1uL de oligo(dt) (50 uM), 500 ng de
RNA total de cada amostra e 1pL. 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 4ul do tampdo 5X First-Strand Buffer, 1uL de 0,1M DTT, 1mL
de RNaseOUT™ Recombinant RNase Inhibitor (Termofischer, 10777-019) e 1uL da
enzima SuperScript™ 111 RT, em cada amostra. Depois dessa etapa, as amostras foram
incubadas a 50°C por 60 minutos e a reacdo foi inativada aquecendo as amostras a 70°
por 15 minutos. Para confirmar que a sintese de cDNA foi bem sucedida, foi realizada

uma PCR para B—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 pulmé&o descrito no item 3.3.5.2.1
foi analisada a expressao génica do gene Fbnl, utilizando sondas/primers responsaveis
por amplificar Fbnl selvagem e mutante.

Oligonucleotideo para amplificacdo do alelo Fbnl mgA®" (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 CATCTT GCA-3’

Sonda KO: 5 — ACT GTG TCG ATATCAATG -3

Oligonucleotideo para a amplificacdo do alelo Fbnl selvagem (Tm 55°C)
WTF:5 —ACATAA CTG GGA AAAACT GTCTCG ATA-3
WT-R: 5 -TTC CAG GTG TGT TTC GACATT GT -3’

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

Foram utilizados 40ng de cDNA para cada reagéo, as quais foram analisadas em
triplicada. Para realizacdo do teste foram utilizados os kits TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, 4304437). As sondas utilizadas foram TagMan Gene
Expression Assay para Fbnl(Thermofisher, Mn01334119 m1) e Actb (Termofisher,
Mn00607939 s1), como controle enddgeno da reacdo. O experimento foi realizado com
auxilio do aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR System.

3.3.5.3 Histologia

Os fragmentos foram fixados por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4%
em tampdo PBS 0,1M, pH 7,4. Apo6s a fixacdo, as amostras foram submetidas a duas
lavagens por imersdo no mesmo tampéo por um periodo de 10 minutos. A seguir, foram
submetidas a desidratacdo em série crescente de etanol nas concentracdes 50% a 100%,
durante 10 minutos a cada passagem. Apds esse procedimento, as amostras foram
mantidas por aproximadamente 12 horas (overnight) em solucdo de etanol absoluto e
historesina (Thecnovit 7100®) em partes iguais (1:1). Em seguida, as amostras foram
imersas em resina pura por um periodo de 4 horas e posteriormente incluida em resina e
polimerizador em moldes plasticos apropriados. Os cortes foram equidistantes de 3 um

de espessura e foram obtidos com auxilio de microtomo American Optical model 820®
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e corados pela técnica de Azul de Toluidina Boratada 1%. A observacao e registro das
imagens foram realizados sob microscopio de luz Carl-Zeiss Axio Scope.Al® e

software de captura de imagem Zen®.

3.3.5.4 Microscopia eletronica de varredura (SEM)

Os fragmentos foram fixados durante a noite em fixador de Karnovsky
modificado (2,5% de glutaraldeido e 2% de paraformaldeido em tampé&o cacodilato 0,1
M, pH 7,2) com uma concentracdo final de 0,05% de &cido tanico. Apds a fixacdo o
material foi colocado em nitrogénio liquido por 30 segundos e logo em seguida foi
criofraturado para acessar as estruturas internas. Apos a criofratura, as amostras foram
entdo lavadas em tampéo cacodilato de sddio 3 vezes por 10 min e em agua destilada
por 5 min. As amostras foram fixadas posteriormente em tetroxido de ésmio a 1% por 3
horas e enxaguadas com agua destilada 3 vezes por 20 min. As amostras foram entdo
desidratadas em uma série de etanol 70-100% e secas em ponto critico. Os fragmentos
foram revestidos de ouro de acordo com os procedimentos padrdo. As amostras foram
examinadas a 5 kV usando o estagio de alta resolucdo do microscopio eletrénico Zeiss
Sigma VP.

3.3.5.5 Imunohistoquimica

Os fragmentos foram fixados por imersdo em solugdo de paraformaldeido 4%
em tampdo PBS 0,1M, pH 7,4. Apo6s a fixacdo, as amostras foram submetidas a duas
lavagens por imersdo no mesmo tampdo por um periodo de 10 minutos. A seguir foi
submetida a desidratacdo em série crescente de etanol nas concentracbes 50% a 100%,
durante 10 minutos a cada passagem. Ap0s a desidratacdo as amostras foram passadas
em 3 banhos de xilol com duracdo de 15 minutos para diafanizar. Em seguida, as
amostras foram mantidas por aproximadamente 12 horas em parafina histoldgica
derretida a 56°C. Os cortes para imunofluorescéncia foram de Sum de espessura e foram
desparafinados e preparados conforme descrito (BEENE et al. 2013; CASSIANO et al.
2017). Antifibrilina-1 (mrFbnl-C-74-F) (BEENE et al. 2013), anticorpo anti-MMP9
(Abcam), anti-fibronectina (Abcam) e anti-a-actina (Abcam) foram usados. SecOes
montadas em ProLong Gold Anti-Fading Reagent com 40,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI; Invitrogen), visualizadas e fotografadas usando um microscépio Carl-Zeiss
Imager.D2.
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3.4. Monitoramento
3.4.1 Coluna vertebral

As alteragOes da coluna vertebral foram avaliadas por meio de Raio X. A
imagem radiografica 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
razdo entre o comprimento de uma linha reta da Gltima veértebra 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.

Figura 1. Medida para definir o fendtipo esquelético. Imagens do raio-x de um animal selvagem
exemplificando o método de quantificagdo do fendtipo esquelético, o KiI, indicando as linhas para
executar o célculo (razdo AB/CD).

3.4.2 Morfologia

Para selecionar os fragmentos de aorta, utilizou-se a coloragdo de Azul de
Toluidina com borax 1%, pois é um corante de rapida acdo.

De cada fragmento dos 6rgdos escolhidos neste estudo foram feitos 3 cortes

equidistantes e destinados a diferentes mensuragoes.

3.4.2.1 Fenotipo Adrtico

Para cada animal foram analisados trés cortes transversais da aorta e, por
microscopia oOptica, foram contadas as fragmentacgdes das fibras elésticas (N) de cada
corte. Por meio do nimero de fragmentacOes foi desenvolvido o indice de integridade
das fibras elasticas (EFI), calculado seguindo GYURICZA et al. (2020):

EFI = 1
TN+1
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Figura 2. Fragmentacdo das fibras elasticas. Imagens exemplificando o método de quantificagdo
das fragmentagBes das fibras elasticas. 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
elasticas. Barra 10pm

3.4.2.2 Fendtipo Cardiaco

Os cortes coronais do coracao foram microfotografados em aumento 25x. A area
total do corte coronal foi mensurada por meio da ferramenta “"contourn™ do software
ZEN. As espessuras dos ventriculos foram mensuradas por linhas tracadas da borda
luminal das cavidades ventriculares até a borda do tecido de revestimento cardiaco de

cada cavidade ventricular por meio da ferramenta "line" do softaware ZEN
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Figura 3. Mensuragdes cardiacas. Imagens exemplificando o método de quantificagdo das medidas
do fendtipo cardiaco. Microfotografia do corte coronal do coragdo no aumento 25x no grupo selvagem
(WT). Em “A” as linhas vermelhas pontilhadas representam a area total do corte coronal ¢ em “B” as
retas vermelhas representam a espessura do ventriculo direito e as setas amarelas representam a
espessura do ventriculo esquerdo. Barra 200pum.

3.4.2.3 Fenotipo Pulmonar
Os cortes pulmonares foram fotografados em aumento 400x na periferia do corte
em todos os grupos. A area dos alvéolos foi mensurada usando a ferramenta "contourn™

do software ZEN.

Figura 4. Mensuracdo pulmonar. Imagens exemplificando o método de quantificacdo da medida do
fenotipo pulmonar. Microfotografia do corte transversal de pulmdo no aumento 400x no grupo
selvagem (WT). As areas tracejadas em vermelho representam area alveolar mensurada. Barra 10um.

3.4.2.4 Fenétipo Renal

Os cortes renais foram fotografados em aumento 400x na regido cortical do rim.
Apbs identificados os glomérulos nas microfotografias, a capsula glomerular e o polo
vascular foram contornados por meio da ferramenta "contourn™ do software ZEN. O
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espaco urinario do glomérulo foi calculado por meio da subtracdo da area da capsula

glomerular e da area do polo vascular de cada glomérulo.

Figura 5. Mensuragdes do rim. Imagens exemplificando o método de quantificacdo das medidas do fenotipo renal. Microfotografia
do corte transversal de rim no aumento 400x no grupo selvagem (WT). A area tracejada em vermelho representa a area da capsula
glomerular, a area preenchida em amarelo representa a area do espaco urinario e a area trajada em preto representa a area do polo

vascular. Barra 10pm.

3.4.2.5 Intensidade das Imunofluorescéncias
Os cortes imunomarcados pela técnica de imunofluorescéncia foram

fotografados em aumento 400x na regido de interesse. Apds a microfotografia, foi
definida a intensidade das coloracGes azul, cinza, verde e vermelho por meio da

ferramenta "perfil" do software ZEN.

Figura 6. Mensuragdo da intensidade da imunofluorescéncia. Imagens exemplificando o método de
quantificacdo 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 cabeca 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 10pm.



41

3.4 Andlise Estatistica

Para o presente estudo foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para testar a
normalidade. Quando os dados apresentaram uma distribuicdo normal, foi utilizado o
teste t de Student para amostras independentes. Contudo, quando os dados apresentaram
uma distribuicdo considerada ndo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, foi
utilizado o teste U de Mann-Whitney. Qualquer valor p 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 fenotipica. Especificamente para esses experimentos, foram selecionados

aqueles animais com fendtipo esquelético grave.

4.1 Expressao gene Fbnl
4.1.1 3 meses

Aos 3 meses observou-se que 0s niveis de expressdo do gene Fbnl total e do
alelo selvagem dos animais do grupo WT foram significantemente maiores quando
comparados com os animais dos grupos MFS e MFS™™. Por outro lado, notou-se que 0s

animais do grupo MFS™

apresentaram expressdo dos alelos Fbnl selvagem e mutante
do gene Fbnl significativamente maior quando comparado com grupo MFS. Mostramos
que a terapia com Losartan estimula a expressdo do gene Fbnl, sem discriminacdo dos

alelos selvagens ou mutantes.

A Expressdo Total Fbnl B  Expressdo Fbnl(selvagem) C Expressdo Fbnl(mutante)
3meses 3meses 3meses
*%
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Figura 7. Gréfico de expressdo do gene Fbnl no pulmao aos 3 meses. A expressdo do gene Fbnl no
pulmio dos grupos WT, MFS e MFS™. Em “A” evidenciou a expressio total do gene Fbnl, o qual
mostrou uma reduco significante nos grupos MFS e MFS™ quando comparado com o grupo WT. Em “B”
evidenciou a expressdo do gene Fbni selvagem e observou-se que os animais do grupo MFS e MFS™
apresentaram uma expressdo significativamente menor quando comparada com o grupo WT. Em “C”
evidenciou a expressdo do gene Fbnl mutante e os animais dos grupos MFS e MFS™™ apresentaram uma
expressao significantemente maior quando comparado com o grupo WT. * p<0,05 e ** p<0,005.
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Ao0s 6 meses observamos que o nivel de expressao total e do alelo selvagem de

Fbnl apresentou-se significantemente maior no grupo WT quando comparado com 0s

grupos MFS e MFS™. Diferentemente do periodo de 3 meses, aos 6 meses nao foi

observada diferenca estatistica entre os grupos MFS e MFS™ na expresséo total, alelo

selvagem e alelo mutante do gene Fbnl, mostrando que a terapia ndo influenciou na

expressdo do gene da Fbnl aos 6 meses.
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Figura 8. Grafico de expressdo do gene Fbnl no pulmédo aos 6 meses. A expressdo do gene Fbnl no
pulmio dos grupos WT, MFS e MFS™. Em “A” evidenciou a expressio total do gene Fbnl, o qual
mostrou uma reducéo significante nos grupos MFS e MFS™ quando comparado com o grupo WT. Em “B”
evidenciou a expressdo do gene Fbnl selvagem e observou-se que os animais do grupo MFS e MFS™
apresentaram uma expressdo significativamente menor quando comparada com o grupo WT. Em “C”
evidenciou a expressdo do gene Fbnl mutante e os animais dos grupos MFS e MFS™ apresentaram uma
expressao significantemente maior quando comparado com o grupo WT. * p<0,05 e *** p<0,0001 |

Esse resultado da expressdo génica da Fbnl sugere que o modelo mgA

Ipn

¢ um

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

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

4.2 Fendtipo da Coluna vertebral

4.2.1 3 meses

Os defeitos na coluna vertebral sdo uma das caracteristicas principais da MFS,

tanto em modelos animais quanto nos pacientes. Observou-se aos 3 meses que 0S

animais do grupo MFS e MF

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

S apresentaram hiperlordose.

Por meio do Indice de Cifose (“Kyphosis index”, KI) o fenétipo esquelético foi

Trat
S

apresentaram um valor significativamente menor de Kl quando comparados com 0s
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animais do grupo WT, mostrando que a terapia com Losartan ndo altera o fendtipo aos 3

meses de idade

MF STrat

Indice de cifose
aos 3 meses

N

—L

0 T
WT MFS MFsT™at

Figura 9. Fendtipo esquelético 3 meses. Em “A” sdo as radiografias representativas dos grupos |WT, MFS
e MFS™. Em “B” ¢ o grafico do indice de KI, o qual evidenciou que 0s grupos MFS e MFS™ foram
significantemente menor quando comparado com grupo WT. Além disso, ndo se observou diferenca
estatistica entre os grupos MFS e MFS™™, ** P<0,005

4.2.2 6 meses

Trat
S

Ao0s 6 meses, observamos que os animais do grupo MFS e MF apresentaram

caracteristicas semelhantes ao periodo de 3 meses, como a hiperlordose na regido
torécica e uma reducdo significante do KI. Indicando que o Losartan ndo tem efeito

sobre o defeito da coluna vertebral no modelo mgA™

MF STrat
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Figura 10. Fen6tipo esquelético 6 meses. Em “A” sdo as radiografias representativas dos grupos |WT,
MFS e MFS™. Em “B” ¢ o grafico do indice de K1, o qual evidenciou que os grupos MFS ¢ MFS ™™ foram
significantemente menor quando comparado com grupo WT. Além disso, ndo se observou diferenca
estatistica entre os grupos MFS e MFS™™, ** p<0,005

4.3 Fendtipo adrtico

4.3.1 Aspectos morfologicos.

A fragmentacdo das fibras elasticas € uma caracteristica tipica na sindrome de
Marfan. Em andlises, por meio de microscopia de varredura, foram observadas
fragmentacOes nas fibras eldsticas no grupo MFS, tanto aos 3 meses quanto aos 6
meses. Nota-se que além das fragmentagdes das fibras elésticas o tecido apresentou uma
dismorfologia do tecido. Por outro lado, ao analisar o tecido do grupo MFS™™"

observamos atenuacdo das fragmentac6es das fibras elasticas e das alteracdes teciduais.

3 meses

WT MFS™™




47

6 meses

Figura 11. Analise das fibras elasticas por meio de microscopia eletronica de varredura. As
eletromicrografias sdo representativas dos grupos IWT, MFS e MFS™ tanto aos 3 meses quanto aos 6
meses. Observou-se que as fibras eldsticas no grupo WT apresentaram sua caracteristica classica com
forma continua com trajeto serpenteado (seta preta). No grupo MFS observou-se fragmentag@es/ruptura das
fibras elasticas (seta amarela). No grupo MFS™ observou-se pequenas fissuras nas fibras elasticas (seta
vermelha), indicando atenuagdo do fendtipo das fibras elasticas. A descricdo de cada grupo foi observada
tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. As setas pretas indicam as fibras elasticas. Barra 1pm.

4.3.2 Taxa de integridade das fibras elasticas.

Ao mensuramos a integridade das fibras elasticas nos grupos aos 3 meses,
observa-se que os animais WT apresentam um indice de 0,95, indicando um arranjo
estrutural integro. Por outro lado, na MFS esse indice foi de 0,70, indicando uma
significante e intensa fragmentacdo das fibras elasticas, sendo esta uma caracteristica

S apresentou um findice de 0,81,

pertencente da MFS. Interessantemente, o grupo MF
indicando uma melhora fenotipica quando comparado aos animais MFS, contudo
apresentou-se significantemente menos integro que nos animais do grupo WT.

O grupo WT aos 6 meses apresentou um indice de 0,95, o qual além de indicar
um arranjo estrutural integro das fibras elasticas, manteve o mesmo indice ao longo do
tempo. Opostamente a essa situacdo, o grupo MFS aos 6 meses apresentou um indice de
0,59, o qual foi significativamente menor que o indice do grupo WT, além de ter
mostrado um declinio estrutural ao longo do tempo ao comparar com o grupo MFS com
3 meses. J& no grupo MFS™ foi apresentado um indice de 0,83, o qual foi
significativamente maior que o indice do grupo MFS, porém foi significantemente

menor que o grupo WT.
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Esses resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam um declinio
estrutural ao longo do tempo. Interessantemente, o tratamento com Losartan indica uma

melhora do fenotipo tanto aos 3 quanto aos 6 meses.

B
Taxa de integridade de Fibra elastiva Taxa de integridade de Fibra elastiva
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Figura 12. Taxa de integridade de fibras elasticas. Em “A” sdo microfotografias representativas dos
grupos WT, MFS e MFS™ de uma regido da aorta torécica. As setas representam as fragmentacdes das
fibras elasticas. Em “B” observou-se que tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses o grupo MFS apresentou
uma taxa de integridade de fibra elastica significantemente reduzida quando comparado com os grupo WT
e MFS™. Ppor outro lado, o grupo MFS™ apresentou uma taxa de integridade de fibra elastica
significantemente menor que o grupo WT. Barra 10pum. ** p<0,005, *** p<0,0001.

4.3.3 Fluxo sanguineo da aorta.

A aorta é um vaso de suma importancia, pois distribui o fluxo sanguineo do
coragdo para todos os 6rgdos do corpo. Além disso, o fluxo sanguineo da aorta esta
envolvido em diversos processos fisiologicos e patolégicos.

Aos 3 meses 0s animais do grupo WT apresentaram um valor médio de 1,57

mL/min +0,36 mL/min de fluxo sanguineo. Ja os animais do grupo MFS apresentaram
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um valor médio de 1,43 mL/min +0,44 mL/min sem apresentar diferenca estatistica com

S apresentaram um valor médio de

0 grupo WT. Contudo, os animais do grupo MF
1,18 mL/min £0,39 mL/min, que foi significativamente menor que os valores de fluxo
sanguineo 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 sanguineo, sendo este valor médio préximo ao valor
médio do grupo WT aos 3 meses, 0 que indica que nesse periodo de 3 a 6 meses da vida
do camundongo o fluxo sanguineo se manteve com valores proximos. Por outro lado, 0s
animais do grupo MFS apresentaram 1,21 mL/min £0,36 mL/min de fluxo sanguineo,
sendo significantemente menor que o grupo WT. J& os animais do grupo MFS™
apresentaram um valor meédio de 1,28 mL/min +0,41 mL/min, tendo um fluxo
sanguineo significativamente menor apenas quando comparado ao grupo WT.

Esses resultados sugerem que 0s animais selvagens apresentam nesse periodo de
vida (3 a 6 meses de idade) um valor médio constante de fluxo sanguineo. Contudo,
esse perfil do macro-fluxo sanguineo da aorta nado foi observado no grupo MFS
indicando alteraces no fluxo sanguineo nesse periodo analisado. Por fim, sugere-se que
a terapia dos animais MFS™ tem efeito de reduzir o fluxo sanguineo apenas aos 3
meses, uma vez que aos 6 meses seus valores ndo apresentaram diferenca estatistica

guando comparados com 0s animais MFS.

Fluxo Sanguineo da Aorta Fluxo Sanguineo da Aorta
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Figura 13. Fluxo sanguineo da aorta toracica. O fluxo sanguineo foi avaliado por meio de probes 2SB,
T206, Transonic Systems Inc. Aos 3 meses o grupo MFS™™ mostrou um fluxo sanguineo significantemente
menor quando comparado com o grupo WT e MFS. Além disso, foi observada uma nao diferenca
significante entre os grupos WT e MFS. Por outro lado, aos 6 meses, tanto o grupo MFS como 0 MFS™™
apresentaram um fluxo sanguineo significantemente menor quando comparado com grupo WT. Ademais,
ndo se observou diferenca entre os grupos MFS e MFS™™. ** p<0,005, *** p<0,0001.



50

4.3.4 Fluxo sanguineo da aorta: Curva espectral.
4.3.4.1 3 meses

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

apresentaram uma curva espectral monofésica com picos sistolicos e curva de diastole

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

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

irregularidade dos picos sistdlicos caracteristicos de ser arritmicos. Interessantemente,

os animais do grupo MFS™ apresentaram, uma curva espectral uniforme, porem com

picos sistolicos menores, quando comparado com o grupo WT.
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Figura 14. Curva Spectral do fluxo sanguineo da aorta toracica aos 3 meses. A curva spectral do fluxo
sanguineo no grupo WT apresenta um pico sistolico (seta preta) uniforme e uma curva diastélica (ponta de
seta) retilinea. JA no grupo MFS observa-se picos sistélicos em diferentes alturas (setas pretas e seta
vermelha) e uma curva diastélica alterada (cabeca de seta vermelha). J& no grupo MFS™ observa-se a
recuperacdo da uniformidade do fluxo sanguineo com pico sistélico uniforme (seta preta) e curva diastolica
retilinea (cabeca 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 monofasica com picos sistdlicos e curva de diastole
uniforme. J& os animais do grupo MFS, apresentaram figuras atipicas na curva de
diastole, extra sistole e picos arritmicos na curva espectral. Sugerindo que os animais do
grupo MFS, apresentam um distarbio no fluxo sanguineo em ambos periodos
analisados.

J4 os animais do grupo do grupo MFS™

apresentaram, uma curva espectral
uniforme com picos sistélicos menores, quando comparado com o grupo WT.

Sugerindo que a terapia modifica o fluxo sanguineo atenuando as figuras atipicas.
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Figura 15. Curva Spectral do fluxo sanguineo da aorta torécica aos 6 meses. A curva spectral do fluxo
sanguineo no grupo WT apresenta um pico sistdlico (seta preta) uniforme e uma curva diastolica (ponta de
seta) retilinea. Ja no grupo MFS observa-se picos sistolicos em diferentes alturas (setas pretas e seta
vermelha), uma curva diastélica alterada (cabeca de seta vermelha) e picos arritmicos sugestivos (chave
roxa). Ja no grupo MFS™™ observa-se a recuperagdo da uniformidade do fluxo sanguineo com pico sistélico
uniforme (seta preta) e curva diastélica retilinea (cabega de seta)
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4.4 Fendtipo Cardiaco.
4.4.1 3 meses

O coragdo é um 6rgdo essencial para o sistema circulatério, o qual impulsiona,
por meio de bombeamentos, o fluxo sanguineo para os vasos. Observou-se que 0S
animais WT apresentaram 0,931x10° um? de area total. Diferentemente dos animais
WT, os animais do grupo MFS (1,161x10° um?) apresentaram uma area total do coracio
significantemente maior comparada ao grupo WT. J4 os animais do grupo MFS™
apresentaram 1,101x10° um® de 4rea cardiaca e ndo se observou uma diferenca
estatistica em relagdo ao grupo MFS, apesar de apresentarem uma é&rea total
significantemente maior comparados ao grupo WT. Esses resultados mostraram que a
dilatacdo cardiaca ocorre nos animais MFS aos 3 meses, independentemente da terapia.

Nota-se também que a espessura do ventriculo esquerdo do grupo WT
apresentou como média 568,1um + 102,6um, que foi significantemente menor quando
comparado com o grupo MFS (662,9um + 113,9), sugerindo um processo de hipertrofia

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

apresentaram um espessamento
de 471,7um + 154,9, que foi significantemente menor que os animais do grupo WT e
MFS.

Ja o ventriculo direito dos animais do grupo WT mostrou uma espessura média
de 172,5um + 34,72, que foi significantemente menor que nos animais do grupo MFS,
0s quais apresentaram um valor de médio de 208,1um + 44,23. Além disso, observou-se

que os animais do grupo MFS™

apresentaram um valor médio de 190,2um =+ 43,5,
sendo significantemente menor apenas quando comparados com 0s animais do grupo
MFS.

Esses resultados sugerem que os animais MFS apresentam alteracdes cardiacas e

que o tratamento com Losartan atenua o fen6tipo do ventriculo esquerdo.

A WT MFS MESTat
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Figura 16. Morfologia Cardiaca aos 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas do corte coronal do
coragdo dos grupos WT, MFS e MFS™. Em “B” foi observado que tanto o grupo MFS quanto o grupo MFS™
apresentaram uma érea total significativamente maior quando comparado com o grupo WT. Além disso, entre o grupo
MFS e MFS™ ndo se observou diferenca estatistica. A espessura do ventriculo esquerdo do grupo MFS apresentou-se
significantemente maior quando comparado com o grupo WT. Ja a do grupo MFS™™ apresentou-se significantemente
menor quando comparado com os grupos WT e MFS. A espessura do ventriculo direito do grupo MFS apresentou-se
significantemente maior quando comparado apenas com o grupo WT.

4.4.1.1 Imunomarcagao
4.4.1.1.1 Fibrilina-1

Sabidamente, a fibrilina-1 é um componente importantissimo para as
microfibrilas e estas apresentam uma expressdao abundante no ventriculo esquerdo do
coracdo. Foi observado que os animais do grupo MFS apresentaram uma
imunomarcacao significantemente menor de fibrilina-1 quando comparados com 0s
animais do grupo WT, sugerindo que a reducdo da proteina fibrilina-1 pode contribuir
para os fenotipos cardiacos da sindrome de Marfan. Interessantemente, os animais do
grupo MFS™" apresentaram uma imunomarcacdo significantemente menor que 0s

animais dos grupos WT e MFS.

A WT MES ME STrat
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Figura 17. Fibrilina-1 e o tecido cardiaco aos 3 meses. Em “A” sdo microfotografia representativas da
imunomarcagdo de fibrilina-1 na parede ventricular do coracdo dos grupos WT, MFS MFS™, Foi observada a
presenca de fibrilina-1 no citoplasma do musculo cardiaco (seta branca) e de uma intensidade maior no endocardio
(seta amarela). Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua
intensidade é significantemente menor quando comparado com o grupo WT, e 0 grupo MFS™ apresentou uma

imunomarcacdo significativamente menor quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10am. * p<0,05.

4.4.1.1.2 Metaloproteinase-9

Interessantemente, a imunomarcacdo da MMP-9 apresentou-se em menor
intensidade quando comparada com outros tecidos. Aos 3 meses observou-se que 0s
animais do grupo WT apresentaram uma imunomarcagdo significantemente menor
quando comparada com os animais dos grupos MFS e MFS™,

Além disso, observou que no grupo MFS apresentou uma imunomarcagdo
significantemente maior quando comparada com grupo MFS™ sugerindo que a terapia
tem efeito sobre a imunomarcagédo de MMP-9.



55

WT MFS MFS™™

B Intensidade MMP-9
A0S 3 meses
*
—
61 *
5-
|
T 3d
2209
>
G 1_5-
C
2 1.0
IS
0.54
0.0 T

WT MFS MFSTa

Figura 18. MMP-9 e o tecido cardiaco aos 3 meses. Em “A” sdo microfotografia representativas da imunomarcagdo
de MMP-9 na parede ventricular do coragdo dos grupos WT, MFS MFS™™. Foi observada a presenca de MMP-9 no
citoplasma do musculo cardiaco (seta branca). Em “B” ¢ um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No
grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente maior quando comparado com o grupo WT e
MFS™ e o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcagdo significativamente menor quando comparado com os
grupos WT e MFS. Barra 10pm. * p<0,05.

4.4.1.1.3 Fibronectina

Ao avaliar fibronectina, que ¢ uma microfibrila que auxilia nas interacbes na
MEC, observou-se que a imunomarcacdo desse componente no grupo MFS foi
significantemente maior quando comparado com o0s animais do grupo WT, sugerindo
que possa ter uma compensagdo de componentes microfibrilares, uma vez que se
observou uma reducdo das fibras elésticas. Interessantemente, os animais MFS™
apresentaram uma imunomarcacdo significativamente maior quando comparados com

os animais WT e MFS, sugerindo que a terapia pode aumentar a imunomarcacdo na
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tentativa de compensar os desarranjos estruturais causados pela deficiéncia das fibras

elasticas.
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Figura 19. Fibronectina e o tecido cardiaco aos 3 meses. Em “A” sdo microfotografia representativas da
imunomarcagdo de fibronectina na parede ventricular do coracdo dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a
presenca de fibronectina no citoplasma do musculo cardiaco em maior destaque nos grupos MFS e MFS™ (seta
branca). Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS observou-se que sua intensidade €
significantemente maior quando comparado com o grupo WT, e o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcago
significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10pum. *** p<0,0001.

4.4.2 6 meses

Ao analisar os fenotipos cardiacos aos 6 meses, observou-se que a area total do
corte coronal do coracdo ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos, embora o
valor médio dos animais do grupo MFS apresentou uma média maior quando
comparado com o grupo WT e MFS™",

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

534, 7um + 92,65um e foi significantemente menor que o grupo MFS, o qual apresentou
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uma média de 629,8um + 127,90um. Esse resultado sugere que os animais do grupo
MFS aos 6 meses apresentam um processo de hipertrofia concéntrica do ventriculo

esquerdo. Por outro lado, o grupo MFS™

apresentou uma média de 452,9um
+99,16um, que foi significantemente menor que os grupos WT e MFS, indicando uma
atenuacdo do fendtipo.

Interessantemente, o grupo MFS apresentou o ventriculo direito (215,5um
+47,13um) significantemente maior quando comparado com o grupo WT (177,6pum
+31,26um), sugerindo um processo de hipertrofia concéntrica do ventriculo direito.
Além disso, foi observado que os animais do grupo MFS™" apresentaram um valor

médio de 240um +41,84pm, sendo significantemente maior que os animais dos grupos

WT e MFS.
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Figura 20. Morfologia Cardiaca aos 6 meses. Em “A” sdo microfotografia representativas do corte coronal do
coragéo dos grupos WT, MFS e MFS™™. Em “B” foi observado uma nio diferenga estatistica entre os trés grupo WT,
MFS e MFS™. A espessura do ventriculo esquerdo do grupo MFS apresentou-se significantemente maior quando
comparado com o grupo WT e MFS™ j& o grupo MFS™™ apresentou-se significantemente menor quando comparado
com os grupos WT e MFS. A espessura do ventriculo direito do grupo MFS apresentou-se significantemente maior
quando comparado apenas com os grupos WT e MFS™ ja no grupo MFS™™ apresentou-se significantemente maior
quando comparado com os grupos WT e MFS.
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4.4.2.1 Imunomarcacao
4.4.2.1.1 Fibrilina-1

Aos 6 meses foi observada persisténcia na reducdo significante da proteina de
fibrilina-1 no grupo MFS quando comparado com o grupo WT, sugerindo que 0s
animais do grupo MFS apresentam uma constante reducdo da imunomarcacao das
fibrilinasl. Por outro lado, observou-se que o grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacao significativamente maior quando comparado com os grupos WT e
MFS, sugerindo que cronicidade da terapia pode promover um aumento de fibrilina-1

no tecido cardiaco.
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Figura 21. Fibrilina-1 e o tecido cardiaco aos 6 meses. Em “A” sdo microfotografia representativas da
imunomarcagdo de fibrilina-1 na parede ventricular do coracdo dos grupos WT, MFS MFS™, Foi observada a
presenga de fibrilina-1 no citoplasma do musculo cardiaco (seta branca) e uma intensidade maior no endocardio (seta
amarela). Além disso, no grupo MFS foi apresentada uma aglomeracéo de ndcleos de forma nao estrutural (seta branca
pontilhada). Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua
intensidade é significantemente menor quando comparado com o grupo WT e MFS™. J4 o grupo MFS™ apresentou
uma imunomarcacéo significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 101am. * 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 periodo de 3 meses. Os animais do grupo MFS apresentaram uma
imunomarcacao significantemente maior quando comparados com o0s animais do grupo
WT. Curiosamente, os animais do grupo MFS™ apresentaram uma imunomarcacao
significantemente maior quando comparados com o grupo WT e menor quando
comparado MFS, sugerindo que os animais do grupo MFS™ podem ter uma apresentar
uma atenuacao fenotipica.
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Figura 22. MMP-9 e o tecido cardiaco aos 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio
de MMP-9 na parede ventricular do coragdo dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de MMP-9 no
citoplasma do musculo cardiaco (seta branca). Em “B” ¢ um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No
grupo MFS observou-se que sua intensidade € significantemente maior quando comparado com o grupo WT e
MFS™ e o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacéo significativamente maior quando comparado com 0s
grupos WT. Barra 10pam. * p<0,05.
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4.4.2.1.3 Fibronectina

Como ja mencionado, a fibronectina auxilia na formacéo das fibras elasticas e,
opostamente ao periodo de 3 meses, observa-se que o0s animais do grupo MFS
apresentaram uma imunomarcagéo significantemente menor quando comparada com 0s
animais do grupo WT. Esse resultado sugere que os animais do grupo MFS apresentam
um declinio progressivo das microfibrilas ao longo do tempo. Por outro lado, o grupo
MFS™™ apresentou uma imunomarcacdo significantemente maior quando comparada
com os grupos WT e MFS, sugerindo que a terapia ao longo do tempo estimula a

producdo de fibronectina no tecido cardiaco.
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Figura 23. Fibronectina e o tecido cardiaco aos 6 meses. Em “A” sio microfotografia representativas da
imunomarcacdo de fibronectina na parede ventricular do coragdo dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a
presenca de fibronectina no citoplasma do mésculo cardiaco em maior destaque nos grupos WT, MFS e MFS ™™ (seta
branca). Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é
significantemente menor quando comparado com o grupo WT e MFS™. Ja o grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacgdo significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10pm. ** p<0,005,
*** p<0.0001.
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4.5 Fenotipo pulmonar
4.5.1 3 meses.

Uma das caracteristicas do fenétipo da sindrome de Marfan é alteracdo do
parénquima pulmonar. Foi observado aos 3 meses que os animais do grupo WT
apresentaram o fendtipo classico: Aparéncia 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 fragmentacdes
STrat

do tecido conjuntivo entre os alvéolos. Interessantemente, os animais do grupo MF

apresentaram uma atenuacao das alteracdes do parénquima alveolar.

A WT MFS MFS™

Figura 24. Morfologia pulmonar aos 3 meses. Em “A” sdo eletromicrografias representativas do pulméo dos grupos
WT, MFS e MFS™. Em “B” sdo microfotografias representativas do pulmdo dos grupos WT, MFS ¢ MFS™. Os

asteriscos mostram a luz alveolar e as setas indicam a parede do tecido pulmonar. Em “A” a barra € 1pm e em “B” a
harra @ 1hhim
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Os valores das areas dos alvéolos pulmonares no grupo WT apresentaram como
valor médio 208,6 umz e o grupo MFS apresentou uma area média de 1339 umz, sendo
significativamente maior quando comparado com o grupo WT. A literatura revela que a
terapia com Losartan tem potencial na atenuacdo fenotipica, fato esse observado em
nossos achados. No grupo MFS™ observou-se uma area de 838,7 pm? 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 atenuagéo
fenotipica com reducéo da area alveolar, embora ainda tenha se observado um aumento

quando comparado com WT.
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Figura 25. Morfometria do pulmé&o aos 3 meses. Foi observado que a area da luz alveolar no grupo MFS foi
significativamente maior quando comparado com o grupo WT e MFS™, Por outro lado, o0 MFS™ apresentou-se
significantemente maior que 0s animais WT. *** p<0,0001.

4.5.2 Imunomarcacgao
4.5.2.1 Fibrilina-1

A proteina fibrilina-1 é uma das principais proteinas que compdem o sistema
elastico e estd amplamente distribuida na parede alveolar. Aos 3 meses observa-se no
grupo WT uma ampla imunomarcacao ao redor dos alvéolos, sendo uma caracteristica
presente em animais selvagens. Por outro lado, no grupo MFS, observa-se uma
imunomarcacao significantemente reduzida quando comparada com grupo WT. Este
fato sugere que possa ser decorrente da mutagdo presente na doenca. Curiosamente, o

tratamento com Losartan no grupo MFS™

apresentou uma imunomarcagao
significantemente reduzida quando comparada com o grupo WT e MFS. Esse fato
sugere que o tratamento nesse periodo ndo teve efeito na producdo da proteina de

fibrilina-1.
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Figura 26. Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da
imunomarcagdo de fibrilina-1 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de
fibrilina-1 no parénquima pulmonar de forma difusa em toda extensdo dos alvéolos. Em “B” ¢ um grafico 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 MFS™ apresentou uma imunomarcagio
significativamente menor tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10pm. ***

4.5.2.2 Metaloproteinase-9

A MMP-9 é uma enzima responsavel por degradar fibras elasticas e neste estudo
observou-se a presenca dessa proteina na parede alveolar dos animais. Notou-se também
que tanto os animais do grupo WT quanto MFS ndo tiveram diferenca estatistica na
intensidade da imunomarcacdo. Sugerimos que possa ser decorrente da diferenca
numérica dos alvéolos, uma vez que os animais do grupo MFS apresentam menos
alvéolos por foto em razdo do seu alargamento. Por outro lado, a imunomarcacgdo dessa
protefna nos animais do grupo MFS™ mostrou-se significativamente reduzida quando

comparado com os animais do grupo WT e MFS.
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Figura 27. MMP-9 e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagéo
de MMP-9 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™™. Foi observada a presenca de MMP-9 em torno da
parede dos alvéolos de todos os grupos, porém com intensidades diferentes. Em “B” é um grafico que apresenta a
intensidade do vermelho. Néo foi observada diferenca estatistica entre os animais do grupo WT e MFS. No entanto, o
grupo MFS™ apresentou uma imunomarcagdo significativamente menor tanto quando comparado com grupo WT,
quanto com o grupo MFS. Barra 10pam. *** p<0,0001.

4.5.2.3 Fibronectina.

A fibronectina é uma proteina da MEC que desempenha diversas funcdes
teciduais, como no auxilio da formacdo das fibras elasticas. Novamente observamos
uma ampla distribuigdo desse componente na parede alveolar dos animais de todos os
grupos. Interessantemente, observamos que no grupo MFS houve uma imunomarcagéo
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
auséncia de outros componentes microfibrilares. Além disso, notou-se que 0s animais
MFS™ apresentaram uma imunomarcacdo significantemente mais forte quando
comparado com os grupos WT e MFS, sugerindo que o tratamento possa aumentar as

microfibras no parénquima pulmonar.
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Figura 28. Fibronectina e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” sd3o microfotografias representativas da
imunomarcagdo de fibronectina nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de
fibronectina em torno da parede dos alvéolos de todos os grupos (seta branca). Além disso, observou-se a presenca de
fibronectina de marcagdo com maior intensidade proxima aos nucleos (seta amarela). Em “B” é um grafico 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 MFS™ apresentou uma imunomarcagao significativamente
maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10pum. *** p<0,0001.

4.5.2.4 a-actina de Musculo Liso

Ao avaliar a-actina de musculo liso, observou-se que os animais do grupo WT
mostraram uma imunomarcacao significantemente mais forte que os animais do grupo
MFS e MFS™. Além disso, observou-se que os animais do grupo MFS apresentaram
uma imunomarcacdo significantemente maior que os animais MFS™. Esses resultados
sugerem que o grupo MFS tem uma reducgédo da forga ativa na parede alveolar, o que

pode contribuir com fendtipo de alargamento alveolar.
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Figura 29. a-actina de musculo liso e o tecido pulmonar 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da
imunomarcacéo de a-actina de musculo liso nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™™. Foi observada a
presenca de a-actina de musculo liso em torno da parede dos alvéolos de forma difusa em todos os grupos (seta
branca), porém com diferentes intensidades. Em “B” é um grafico 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 MFS™ apresentou uma imunomarcagdo significativamente menor tanto quando comparado com
grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10pum. *** p<0,0001.

4.5.2 6 meses.

Ao0s 6 meses observou-se que os animais dos grupos WT e MFS apresentaram as

mesmas caracteristicas que os animais com idade de 3 meses. Contudo, 0s animais do

Trat
S

grupo MF apresentaram um alargamento alveolar, tendo aspecto semelhante aos

alvéolos do grupo MFS.
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Figura 30. Morfologia pulmonar aos 6 meses. Em “A” sdo eletromicrografias representativas do pulmao dos grupos
WT, MFS e MFS™. Em “B” sdo microfotografias representativas do pulméo dos grupos WT, MFS e MFS™. Os

asteriscos mostram a luz alveolar e as setas indicam a parede do tecido pulmonar. Em “A” a barra é ljym e em “B” a
harra é 1011m

A area alveolar do grupo WT apresentou um valor médio 230,2 um? e do grupo
MEFS apresentou um valor médio de 1123 um?, sendo este significantemente maior que

WT. J4 os animais do grupo MFS™

apresentaram uma area média de 1128 umz, sendo
esta significantemente maior que nos animais WT, porém ndo apresentaram diferenca
estatistica com os animais do grupo MFS. Esse resultado sugere que a cronicidade da

terapia ndo atenua o fendtipo pulmonar.
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Figura 31. Morfometria do pulmé&o aos 6 meses. Foi observado que a &rea da luz alveolar no grupo MFS e MFS™™
foi significativamente maior quando comparado com o grupo WT. Além disso, ndo foi observada diferenca estatistica
entre 0s grupos MFS e MFST™, *+* n<0 0001.

4.5.3 Imunomarcagéo
4.5.3.1 Fibrilina-1

A imunomarcacdo da proteina fibrilina-1 aos 6 meses mostrou um padrédo
diferente em relacdo aos animais com 3 meses. Nesse periodo observou-se que 0s
animais do grupo MFS apresentaram uma imunomarcacdo significativamente menor
quando comparado com os animais WT e MFS™, sugerindo que os animais do grupo
MFS apresentaram um declinio da expressdo da fibrilina-1 ao longo do tempo.

Opostamente, os animais MFS™

mostraram uma imunomarcacdo significantemente
maior quando comparados com os animais do grupo WT e MFS, sugerindo que ao

longo do tempo o parénquima pulmonar aumenta a expressao da proteina fibrilina-1.

WT MFS MESTrat

B Intensidade de fibrilina-1

a0s 6 meses

Intensity [red]

WT MFS MFS™*



69

Figura 32. Fibrilina-1 e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da
imunomarcagdo de fibrilina-1 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de
fibrilina-1 no parénquima pulmonar de forma difusa em toda extensdo dos alvéolos (seta branca). Em “B” é um
grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente
menor quando comparado com os grupos WT e MFS™. Por outro lado, 0o grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacgdo significativamente maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra
10pm. *** p<0,0001.

4.5.3.2 Metaloproteinase-9

Como ja mencionado, a MMP-9 é uma enzima que tem como principal funcéo
degradar as fibras elésticas. Observou-se nesse estudo que os animais com MFS
apresentaram uma imunomarcacdo significantemente maior quando comparado com 0s
animais do grupo WT. Sugerimos que esse aumento possa ser decorrente de outros
fatores bioguimicos presentes na MFS, porém, uma vez aumentada, pode contribuir na
deterioracdo das fibras elasticas. Também foi observado que os animais do grupo
MFS™  apresentaram uma imunomarcacdo 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 33. MMP-9 e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio
de MMP-9 nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de MMP-9 em torno da
parede dos alvéolos de todos os grupos, porém com intensidades diferentes. Em “B” ¢ um grafico que apresenta a
intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma imunomarcagdo significativamente maior quando comparado
com o WT e significantemente menor que o grupo MFS™.. O grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacio
significativamente maior tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10um. ***
p<0,0001.
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4.5.3.3 Fibronectina

A0s 6 meses observou-se que a imunomarcacdo da fibronectina nos animais
MFES foi significantemente maior quando comparada com os animais do grupo WT,
sugerindo que possa estar acontecendo uma adaptacéo tecidual no parénquima pulmonar

S observou-se uma

dos animais do grupo MFS. J& nos animais do grupo MF
imunomarcacao significantemente mais forte em comparagdo com o0s animais do grupo
WT e MFS, fato esse que nos leva a crer que a terapia com Losartan pode estimular a

formacéo 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” sio microfotografias representativas da
imunomarcagdo de fibronectina nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de
fibronectina em torno da parede dos alvéolos de todos os grupos (seta branca). Além disso, observou-se a presenca de
fibronectina de marcagdo com maior intensidade proxima aos nucleos (seta amarela). Em “B” é um grafico que
apresenta a intensidade do verde. No grupo MFS foi observado uma intensidade de verde significantemente maior
quando comparado com o grupo WT. Ja o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacéo significativamente maior
tanto quando comparado com grupo WT, quanto com o grupo MFS. Barra 10pam. *** p<0,0001.
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4.5.3.4 a-actina de Musculo Liso

A a-actina de musculo liso esté presente na parede alveolar dos animais de todos
0s grupos. Observou-se aos 6 meses que 0s animais do grupo MFS apresentaram uma
imunomarcacao significantemente maior quando comparado com o grupo WT e
MFS™ sugerindo que o parénquima pulmonar necessita de processos ativos no
remodelamento tecidual. J& no grupo MFS™ a imunomarcacdo 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 fenotipo,

todavia ndo o recupera.
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Figura 35. a-actina de musculo liso e o tecido pulmonar 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da
imunomarcacéo de a-actina de musculo liso nas paredes alveolares dos grupos WT, MFS MFS™™. Foi observada a
presenca de a-actina de musculo liso em torno da parede dos alvéolos de forma difusa em todos os grupos (seta
branca), porém com diferentes intensidades. Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo
MFS foi observada uma intensidade de vermelho significantemente maior quando comparado com o grupo WT e
MFS™. J4 o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacéo significativamente maior quando comparado com o
grupo WT. Barra 10pm. *** p<0,0001.
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4.6 Fenotipo Renal
4.6.1 3 meses.

O rim é um Orgdo de extrema importancia para 0 organismo, pois tem a
capacidade de conservar sais minerais e agua e excretar residuos metabolitos. Esse
fendmeno sé é possivel, porque o rim apresenta sua unidade funcional, o néfron,
interligada aos capilares arteriais. A regido do néfron, que € interligada aos capilares, se
chama de glomérulos, sendo esta a estrutura de interesse nesse estudo.

Observou-se que aos 3 meses 0s animais do grupo MFS apresentaram uma area

total glomerular significantemente menor quando comparada aos grupos WT e MFS™,

Por outro lado, o grupo MFS™

mostrou uma recuperacao, sendo significativamente
maior que o grupo MFS, embora tenha ainda sido significantemente menor que o grupo
WT.

Ja a area total do polo vascular glomerular tanto no grupo MFS quanto no grupo
MFS™ mostrou-se significantemente menor quando comparada com 0s animais do
grupo WT. Além disso, ndo se observou diferenca estatistica entre o grupo MFS e o
grupo MFS™, Interessantemente, entre a capsula glomerular (estrutura que delimita o
glomérulo) e a &rea do pdlo vascular encontra-se uma estrutura chamada de espago
urinério. Nessa regido, notou-se que nos animais do grupo MFS a &rea do espaco

urinario foi significativamente menor quando comparada com o grupo WT e MFS™.,

No grupo MFS™

, embora a area do espago urindrio tenha se mostrado
significativamente maior que nos animais MFS, apresentou-se significativamente menor
gue nos animais do grupo WT. Esses resultados sugerem que os animais MFS
apresentam uma dismorfologia na regido de interligacdo vascular na unidade funcional

do rim e que a terapia com Losartan atenua as alteracdes presentes na sindrome de

Marfan.
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Figura 36. Morfologia das estruturas glomerulares aos 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da
morfologia glomerular dos grupos WT, MFS MFS™. Em “B” sdo apresentados graficos que representam as estruturas
mensuraveis do glomérulo. Foi observada nos grupos MFS e MFS™™ uma reducéo significativa da area glomerular,
pélo vascular do glomérulo e do espago urinario quando comparado com o grupo WT. J4 o grupo MFS™™ apresentou
uma area glomerular total e uma area do espago urinario significantemente maior quando comparado com o grupo
MFS. Barra 10pm. * p<0,05; ** p<0,005.

4.6.2. Imunomarcacéo
4.6.2.1 Fibrilina-1

A proteina fibrilinal é crucial para formacédo das fibras elasticas, sendo um dos
principais componentes estruturais do rim. Observou-se que o grupo WT apresentou

uma imunomarcacdo com intensidade significante maior quando comparado com 0s

STrat STrat

animais do grupo MFS e MFS"™. Ja os animais do grupo MF mostraram uma
imunomarcacdo significantemente maior que os animais do grupo MFS. Esses
resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam uma possivel alteracdo da
estrutura do rim e que a terapia com Losartan atenua as alteracbes estruturais

provocadas pela doenca, embora ndo restaure o fendtipo.

M FsTI’at

A WT MFS
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Figura 37. Fibrilina-1 e o tecido renal 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio de
fibrilina-1 distribuida no parénquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca). Em “B” é um
gréfico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade é significantemente
menor quando comparado com os grupos WT e MFS™. Por outro lado, o grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacdo significativamente maior quando comparado com grupo MFS, porém significativamente menor
quando comparado com o grupo WT. Barra 10jam. *** p<0,0001.

4.6.2.2 Metaloproteinase-9

A MMP-9 é uma enzima que tem como principal funcdo degradar fibras
elasticas. Nesse estudo observou-se que o grupo MFS apresentou uma imunomarcacao
significantemente maior quando comparado com os animais dos grupos WT e MFS™.
Interessantemente, os animais do grupo MFS™ ndo apresentaram diferenca estatistica
guando comparados com os animais do grupo WT. Esses resultados sugerem que a
MMP-9 pode agravar o fen6tipo nos animais do grupo MFS e que a terapia com
Losartan atenua a imunomarcacdo dessa enzima no tecido renal, sugerindo que pode ter

uma atenuacao das alteracdes das fibras elasticas.

A WT MFS MESTrt
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Figura 38. MMP-9 e o tecido renal 3meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcacdo de
MMP-9 distribuida no parénquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca) nos grupos WT, MFS
MFS™ Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma
imunomarcagdo significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS™, Nao foi observada
diferenca estatistica entre os grupos WT e MFS™, Barra 10pim. *** p<0,0001.

4.6.2.3 Fibronectina
A fibronectina é uma microfibrila que também esta presente no parénquima
renal com funcdo de estruturacdo. Observou-se uma imunomarcacdo no grupo WT

s™at Além disso,

significantemente maior quando comparada com os grupos MFS e MF
observou-se que os animais do grupo MFS™™ apresentaram um aumento significante em
compara¢do com os animais do grupo MFS. Esse resultado sugere uma recuperagédo
fenotipica no grupo MFS™ embora ainda seja significantemente menor quando

comparado com 0s animais pertencentes ao grupo WT.
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Figura 39. Fibronectina e o tecido renal 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio
de fibronectina no parénquima renal nos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de fibronectina nos
glomérulos de todos os grupos (seta branca). Em “B” ¢ um grafico que apresenta a intensidade do verde. No grupo
MFS foi observada uma intensidade de verde significantemente menor quando comparado com os grupos WT e
MFS™. J4 o grupo MFS™™ apresentou uma imunomarcaco significativamente maior quando comparado com grupo
MFS e menor quando comparado com grupo WT. Barra 10pam. *** p<0,0001.

4.6.2.4 a-actina de masculo liso

A a-actina de musculo liso tem uma funcdo crucial nas estruturas celulares do
rim. Observou-se que os animais do grupo WT apresentaram uma imunomarcacgao
significantemente maior quando comparados com os grupos MFS e MFS™, Ademais,
observou-se que os animais do grupo MFS™ apresentaram uma imunomarcacio

significantemente menor quando comparados com os animais do grupo MFS.

WT MFS MESTrat
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Figura 40. a-actina e o tecido renal 3 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio de o-
actina no parénquima renal nos grupos WT, MFS MFS™., Foi observada a presenca de a-actina nos glomérulos de
todos os grupos (seta branca). Em “B” ¢ um grafico 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 MFS™. Ja4 o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcago

significativamente menor quando comparado com grupo WT. Barra 10jam. *** p<0,0001.

4.6.3 6 meses
Observou-se que no periodo de 6 meses a area total do glomérulo do grupo WT
foi significativamente maior quando comparada com os grupos MFS e MFS™,

Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos MFS e MFS™

, sugerindo que
o efeito terapéutico na sindrome de Marfan é temporério.

Interessantemente, tanto a area total do polo vascular do glomérulo, quanto o
espaco urinério do grupo WT foram significantemente maiores quando comparados com

S™™ porém, semelhantemente ao resultado da area glomerular

0s grupos MFS e MF
total, ndo se encontrou diferenca estatistica entre os grupos MFS e MFS™ sugerindo

que a dismorfologia da MFS persiste até aos 6 meses e que a terapia com Losartan ndo

tem efeito na MFS ao longo do tempo.




78

Area Glomerular Area Total do Area do Espaco
Polo Vascular Urinario
14001 - 400+
—=

12004 1 b . f o

w000] [ 01 -
e = | .. T
15 £ 2004
5 600 =

4004 1004

200

0 , r 0 r
wWT MFS wT MFS MFST™at wT MFS MFST™

Figura 41. Morfologia das estruturas glomerulares aos 6 meses. Em “A” sio microfotografias representativas da
morfologia glomerular dos grupos WT, MFS MFS™™. Em “B” sio apresentados graficos que representam as estruturas
mensuréveis do glomérulo. Foi observada nos grupos MFS e MFS™™ uma reducéo significativa da area glomerular,
pélo vascular do glomérulo e do espago urinario quando comparado com o grupo WT. Ja o grupo MFS™™ apresentou
uma &rea glomerular total significantemente maior quando comparado com o grupo MFS. Barra 10am. * p<0,05; **
p<0,005; ***p<0,0001.

4.6.3.1 Imunomarcacao
4.6.3.1.1 Fibrilina-1

Como ja mencionado a fibrilina-1 € uma proteina importantissima para o rim em
sua estruturagdo. Foi observado aos 6 meses que 0s animais do grupo MFS

apresentaram uma imunomarcacgdo significativamente menor quando comparados com

Trat Trat
S S

0s animais dos grupos WT e MFS ™. Interessantemente, os animais do grupo MF
mostraram uma imunomarcacdo 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 sindrome de Marfan persiste até o
tempo avaliado nesse estudo. Além disso, indicou que a terapia com Losartan aumenta a

imunomarcacao tanto no parénquima, como nas células, cronicamente.
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Figura 42. Fibrilina-1 e o tecido renal 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagio de
fibrilina-1 distribuida no parénquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca). Em “B” é um
grafico que apresenta a intensidade do vermelho. No grupo MFS observou-se que sua intensidade € significantemente
menor quando comparado com os grupos WT e MFS™. Por outro lado, o grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacgdo significativamente maior quando comparado com grupo MFS e com o grupo WT. Barra 10pm. ***
p<0,0001.

4.6.3.1.2 Metaloproteinase-9.

Ao analisar MMP-9, observou-se que os animais do grupo WT apresentaram
uma imunomarcagao significativamente menor quando comparados com os animais do
grupo MFS e MFS™, Por outros lado, observou-se que os animais do grupo MFS™
mostraram uma imunomarcacdo significativamente maior quando comparados com 0s
animais do grupo WT e MFS. Esse resultado sugere que 0s animais pertencentes aos
grupos MFS e MFS™ apresentaram ao longo do tempo um aumento da MMP-9, o que

possivelmente pode resultar em uma maior degradacdo das fibras elasticas.
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Figura 43. MMP-9 e o tecido renal 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcacdo de
MMP-9 distribuida no parénquima renal com uma maior intensidade no glomérulo (seta branca) nos grupos WT, MFS
MFS™ Em “B” é um grafico que apresenta a intensidade do vermelho. O grupo MFS apresentou uma
imunomarcagdo significativamente maior quando comparado com o grupo WT. O grupo MFS™ apresentou uma
imunomarcacéo significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10pam. *** p<0,0001.

4.6.2.3.3 Fibronectina

A fibronectina é uma microfibrila de suma importancia para a formacdo das
fibras elasticas e esta presente no parénquima renal. Interessantemente, os animais do
grupo WT apresentaram uma imunomarcacdo significativamente maior quando
comparados com os animais MFS e MFS™™, Além disso, observou-se que os animais do

grupo MFS™

tiveram sua imunomarcacéo significativamente maior que os animais do
grupo MFS. Esses resultados sugerem que os animais do grupo MFS apresentam uma
possivel dismorfologia em diferentes microfibrilas. Contudo, ao tratar os animais com
Losartan, observou-se uma recuperacdo fenotipica da imunomarcacao da fibronectina,

embora ainda seja significativamente menor que nos animais do grupo WT.
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Figura 44. Fibronectina e o tecido renal 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcago
de fibronectina no parénquima renal nos grupos WT, MFS MFS™, Foi observada a presenca de fibronectina nos
glomérulos de todos os grupos (seta branca). Em “B” ¢ um grafico que apresenta a intensidade do verde. No grupo
MFS foi observada uma intensidade de verde significantemente menor quando comparado com os grupos WT e

MFS™. J4 0 grupo MFS™™ apresentou uma imunomarcacéo significativamente maior quando comparado com grupo
MF

4.6.2.3.4 a-actina de masculo liso

Foi observado que a imunomarcagdo a-actina de musculo liso nos animais do
grupo MFS foi significantemente maior quando comparada com 0s animais do grupo
WT, sugerindo que o0s animais com sindrome de Marfan necessitam de um
remodelamento de componentes ativos no parénquima renal.

Além disso, foi observado que os animais MFS™ apresentaram uma
imunomarcagdo da a-actina de mausculo 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 recuperagéo fenotipica.
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Figura 45. a-actina e o tecido renal 6 meses. Em “A” sdo microfotografias representativas da imunomarcagéo de o-
actina no parénquima renal nos grupos WT, MFS MFS™. Foi observada a presenca de a-actina nos glomérulos de
todos os grupos (seta branca). Em “B” é um grafico 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 MFS™, J& o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacio
significativamente maior quando comparado com os grupos WT e MFS. Barra 10pum. *** p<0,0001.
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5. DISCUSSAO
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5.1 Discussao

A MFS (MFS) é uma doenca genética autossdmica dominante com penetrancia
completa, que apresenta mais de 2900 diferentes mutac6es no gene FBN1, o que pode
resultar em um fendtipo extremamente variavel (SOUZA et al. 2017; FRANKEN et al.
2014). Contudo, € comum encontrar alteracBes no sistema esquelético, no olho e no
aparelho cardiovascular (PEPE et al. 2016; PYERITZ, 2018).

De aspecto holistico, a doenca MFS apresenta classicamente dois tipos de
mutacdo: Haploinsuficiéncia e dominante negativa. A haploinsufiéncia é uma reducao
da producdo da fibrilina-1 e estad associada a fendtipos esqueléticos e com uma menor
frequéncia a fenotipo ocular, assim como a ectopia de lente (FAIVRE et al. 2007,
FRANKEN et al. 2014; FRANKEN et al. 2015). Por outro lado, a mutacdo de
dominéncia negativa ocorre quando a mutagdo provoca alteracdo na fungdo ou na
montagem da proteina, e na MFS esta associada a um aumento da incidéncia de ectopia
de lentes, aneurismas, prolapso mitral, fenotipo esquelético e cardiaco grave (FAIVRE
et al. 2007; FRANKEN et al. 2014; FRANKEN et al. 2015).

Notou-se em nosso estudo que o modelo mgA™ mostrou uma reducéo
significante do alelo selvagem do gene Fbnl e a presenca da expressdo do gene da Fbnl
mutante, tornando-se assim um modelo animal de dominéncia negativa e, por esse
motivo, pode resultar em um fen6tipo sistémico mais grave, o que pode contribuir com
a compreensao da fisiopatologia do animal.

Além disso, mutacBes no gene Fbnl estdo associadas a uma regulacdo positiva
do fator de crescimento transformador Beta (TGF-B), por ambas as proteinas terem uma
atratividade fisico-quimica em condicGes fisioldgicas. A mutacdo causa uma perda da
atratividade de ambas as proteinas e, por essa razdo, a citocina TGF-f promove
remodelamentos teciduais na matriz extracelular (MEC) que sdo cruciais nha
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
neutralizacdo do TGF-B e um antagonismo do receptor da angiotensina tipo 1, o que
promovia em camundongos com MFS uma restauragdo dos componentes estruturais da
MEC (NEPTUNE et al. 2003; HABASHI et al. 2006; MILEWICZ, RAMIREZ, 2019).

Interessantemente, a terapia com losartan em nosso estudo ndo atenuou a

expressdo do alelo mutante, tendo ainda uma maior expressdo aos 3 meses. Esse
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resultado indica que a terapia ndo desempenha funcdo ao nivel de expressdo génica,
embora se saiba da sua influéncia ao nivel protéico, o que resulta numa atenuacéo
fenotipica tanto naqueles que apresentam mutacdes do tipo dominante negativa quanto
naqueles do tipo de haploinsuficiéncia (FRANKEN et al. 2015). Embora, essa
atenuacdo seja mais significativa em modelos animais do que em pacientes (PEPE et al.
2016; MILEWICZ, RAMIREZ, 2019).

Classicamente, a MFS apresenta alteracfes fenotipicas no olho, no aparelho
cardiovascular e no sistema esquelético. O sistema esquelético apresenta fungdes
cruciais para o organismo, como: Sustentacdo, protecdo e formacdo de arcabouco.
Notavelmente, foi observado que os animais sindrémicos deste estudo (mgA'p“),
independentemente da terapia com losartan, apresentaram um defeito da coluna
vertebral somente na regido torécica, 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 razdo entre
0 comprimento de uma linha reta da ultima veértebra 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 ¢ o valor de “Kyphosis index”,
maior € a curvatura de lordose (LAWS, HOEY, 2004).

Esse defeito da coluna vertebral é presente em outros modelos da MFS, sendo
uma caracteristica para definir o defeito esquelético nos animais (PEREIRA et al. 1999;
SAKALI et al. 2016; LI et al. 2017), embora tenha outros estudos que apresentaram
diferentes aspectos de avaliacdo do sistema esquelético em modelos experimentais
como o apresentado por WALJI et al. 2016. As curvaturas acentuadas na coluna
vertebral também sdo uma caracteristica presente na clinica da MFS, embora tenha se
observado também a presenca de alteracdes no tdérax (pectus carinatum e pectus
escavatum), hipermobilidade articular, dolicostomegalia e deformidade da face (malar
hipoplasico, micrognatia e retrognatia) (BITTEMAN, SPONSELLER, 2017; DIETZ,
2017; PYERITZ, 2018).

Em nosso estudo, a lordose acentuada foi encontrada apenas na regido do térax o
que nos remeteu & hipotese de que o processo ventilatorio (de expansdo e retracdo do
torax) poderia contribuir com o defeito. BEYER et al. (2014) e BEYER et al. (2016)

observaram que na expansdo do torax no processo ventilatorio a coluna vertebral exerce
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um vetor de forga frontal, o qual empurra coluna toracica em direcdo ao 0sso esterno.
Associado a isso, sugerimos que a deformidade da coluna vertebral sé seria possivel se
o ligamento longitudinal anterior apresentasse uma frouxidao ligamentar. ZHANG et al.
(1995) e GIUSTI, PEPE (2016) mostraram a presenca de fibras elésticas em tenddes e
em ligamentos, os quais fornecem elasticidade para o tecido. Além disso, os trabalhos
mostraram que mutagdes nos genes Fbnl ou Fbn2 exercem um controle negativo nos
ligamentos resultando numa frouxiddo e numa perda de suporte estrutural nos
ligamentos.

Sugerimos que a combinacdo dos eventos descritos acima pode contribuir para o
surgimento da lordose acentuada na regido do torax. Contudo, notou-se que 0s animais
tratados ndo apresentaram nenhuma atenuacdo fenotipica, corroborando os achados de
NISTALA et al. (2010), que expuseram o efeito benéfico do losartan apenas no fendtipo
vascular, ndo tendo efeito no fen6tipo dsseo.

Interessantemente, o defeito da coluna vertebral na regido toracica pode resultar
em compressdes em diferentes drgdos que se situam no interior do térax, como a aorta e
0 esOfago. SOUZA et al. (2019) e KORNEVA et al. (2019) mostraram que a
compressao da coluna toracica sobre a aorta toracica gerou aneurisma, por turbilhonar o
fluxo sanguineo pontualmente. Para ROBLEDO et al. (2012), o defeito da coluna
comprimia o es6fago posteriormente gerando uma morbidade denominada de mega-
esofago. A compressédo da coluna vertebral sobre o es6fago poderia perturbar o processo
de peristalse esoféagica, culminando no mega-eséfago (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 6bito é a morbidade vascular (PEPE et al. 2016; PYERITZ, 2018). As artérias sao
vasos sanguineos gque apresentam em sua constituicdo fibras elasticas que se dispde em
lamelas concéntricas 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 resisténcia. Por esta razao,
mutacdes em genes que codificam proteinas estruturais podem desempenhar um papel
patoldgico na aorta (SOUZA et al. 2017; GREWAL et al. 2018; RAMIREZ et al. 2018).

Notavelmente, a mutacdo do gene FBN1 na MFS resulta em alteracdes nas fibras

elasticas e, por essa razdo, uma das caracteristicas marcantes da doenca € a ruptura das
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fibras elasticas na aorta. Observamos em nosso estudo que as aortas do grupo MFS
apresentam intensas fragmentacdes das fibras elasticas tanto aos 3 meses quanto aos 6
meses. Embora este estudo ndo tenha explorado outros componentes constituintes da
MEC, pregressamente, SOUZA et al. (2019) mostraram que: o modelo mgA™ tinha
fibras elasticas com espessura reduzida quando comparado aos animais selvagens,
maior presenca de fibras de colageno do tipo | e maior desprendimento das fibrilas
interlamelares, ndo havendo diferenca entre os animais com e sem a presenga de
aneurisma e dissecgao.

Por outro lado, GYURICZA et al. (2020), apresentaram um indice de
integridade de fibras elasticas capaz de separar 0s animais com e sem aneurismas e
disseccdo. Ao utilizar esse indice, foi observado que a taxa de integridade das fibras
elasticas nos animais do grupo MFS foi significantemente menor, tanto aos 3 meses
quanto aos 6 meses, quando comparado com o0s animais selvagens. A reducdo da
integridade das fibras eldsticas € uma das principais caracteristicas da MFS presente
tanto na clinica quanto em modelos animais experimentais da doenca (PEREIRA et al.
1997; PEREIRA et al. 1999; CHUNG et al. 2007; LIMA et al. 2010; LOPES-GUIMET
etal. 2017; GREWAL et al. 2018).

Além da funcdo estrutural que a fibrilina-1 fornece ao tecido, observa-se uma
funcdo bioquimica, a qual tem como finalidade controlar a biodisponibilizacdo da
citocina TGFB 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 TGF[ estd
associado com o aumento da atividade do receptor | da angiotensina Il. Este receptor
também esta associado aos remodelamentos matriciais da parede da aorta, 0s quais sao
inibidos pela acdo do farmaco losartan, sendo muito eficiente na atenuagdo fenotipica
em modelos experimentais e em alguns casos na clinica (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 fragmentacao das
fibras elasticas tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, porém continuou existindo uma
maior taxa de fragmentacdo quando comparado aos animais do grupo WT. Esses
achados nos conduziram a hip6tese de que poderia haver outros fatores que influenciam
a persisténcia do fenotipo vascular, independentemente da terapia, alem do desequilibrio

estrutural e bioquimico da fibrilina-1.
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A fragmentacdo das fibras elasticas esta associada a formacéo de aneurismas e
disseccédo de aorta na MFS (PEPE et al. 2016). Interessantemente, somado ao distdrbio
estrutural, a formacdo de aneurisma e a disseccao de aorta estdo associadas a alteracdo
do fluxo sanguineo visto tanto em pacientes com MFS quanto naqueles idiopaticos
(JOHANSEN, 1982; BURK et al. 2012; GUALA et al. 2019).

Em nossos resultados foram observados que os animais do grupo MFS
apresentaram o fluxo sanguineo reduzido quando comparado ao grupo WT, tanto aos 3
meses quanto aos 6 meses, corroborando os achados de SOUZA et al. (2019) e GUALA
etal. (2019).

E importante ressaltar que esses animais do grupo MFS apresentaram defeito na
coluna vertebral na regido toracica. Assim, levantamos a hipotese de que a compressdo
extrinseca da parede posterior da aorta pela coluna deformada pode resultar no
redirecionamento do fluxo sanguineo para a parede lateral da aorta, deformando sua
forma redonda original. Essa relacdo entre a coluna vertebral e a aorta tortuosa esta
associada a formacdo de aneurismas e dissec¢do da aorta, conforme relatado em
pacientes com MFS (FRANKEN et al. 2015). Por sua vez, essa dismorfologia pode
levar a um fluxo sanguineo turbulento e sua forca de cisalhamento pode desencadear
lesGes na parede aortica.

Corroborando 0s nossos achados, outros também apontaram a coexisténcia da
tortuosidade da aorta e de aneurismas ou dilatagbes em modelo animal de
experimentacdo e em pacientes com MFS, e outros correlacionaram a alta presséo e
tensdo de cisalhamento na aorta com um padrdo de fluxo vortice / hélice aberrante
(QUERZOLI et al. 2014; GEIGER et al. 2017; KORNEVA et al. 2019).

Observamos em nossos achados que 0s 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 o0s animais do grupo MFS aos 3 meses, indicando seu
potencial para atenuacdo fenotipica na MFS. Esse resultado pode ser consequéncia da
acao especifica do losartan, que tem como alvo principal as células da musculatura lisa
e do endotélio, provocando a reducdo da vasoconstricdo, o que reduz a resisténcia
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 alteracbes na curva espectral do fluxo

sanguineo no grupo MFS tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Opostamente,
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observou-se que a terapia ndo apresentou figuras atipicas na curva espectral, além de ter
apresentado picos sistolicos menores, indicando que a terapia teve efeito em atenuar o
efeito do fluxo sanguineo nos animais MFS. Sabidamente, nota-se em outros estudos o
efeito benéfico do losartan em modelos experimentais da MFS, quando se avalia 0s
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 fragmentacéo
das fibras elasticas e o fluxo sanguineo.

Embora a aorta apresente essas dismorfologias citadas, tanto na esfera
morfologica quanto na esfera de dindmica de fluxo sanguineo, sua fungéo é conduzir o
fluxo sanguineo do coracdo para o corpo. Por causa dessa relacdo, tanto o coragédo
guanto a aorta podem exercer influéncia um sobre o outro.

Ao investigar o fendtipo cardiaco, encontramos nitidamente dois fenotipos
distintos no grupo MFS aos 3 e 6 meses. Aos 3 meses foi identificado um aumento
significante da &rea total do coragdo no grupo MFS, quando comparado com 0s animais
do grupo WT. Além disso, foi observado um aumento das espessuras dos ventriculos
direito e esquerdo dos animais do grupo MFS. Essas caracteristicas nos remetem a
hipGtese de um remodelamento cardiaco, semelhante a uma hipertrofia excéntrica, uma
vez que GALLO et al. (2019) descreveram que o aumento do volume sanguineo nas
camaras conduzem a esse efeito patoldégico. Embora ndo tenhamos observado o
aumento do fluxo sanguineo medido na aorta desses animais, sugerimos que, com 0
defeito esquelético proeminente, e somado aos distlrbios na aorta, a preservacdo do
mesmo volume de fluxo sanguineo pode resultar nessa sobrecarga de volume, e entdo
formar essa hipertrofia excéntrica. Essa caracteristica 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, 0s animais do grupo MFS aos 6 meses ndo
apresentaram alteragbes no tamanho total do coracgdo, apesar de continuarem a mostrar
um aumento das espessuras dos ventriculos direito e esquerdo, indicando um processo
de hipertrofia concéntrica, o qual estd associado ao aumento de sobrecarga cardiaca
(GALLO et al. 2019). Esse fenotipo foi observado tanto no modelo C1039G, quanto no
modelo mgA'p” 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 atenuacdo fenotipica, principalmente na espessura do
ventriculo 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 inibicdo da deterioracdo da MEC e na reducdo da pressao
arterial, da sistole e da diastole do ventriculo 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 ndo sindromicos (SHIMADA et al.
2013; MHATRE et al. 2018). Sugerimos que a terapia de losartan, ao reduzir a dindmica
circulatéria do coracgdo, o faz ndo necessitar de um processo adaptativo de hipertrofia, o
gue, consequentemente, atenua o fenotipo.

Acredita-se que o efeito da hipertrofia cardiaca seja um resultante secundério,
associado a um defeito da valvula mitral, o qual resulta em um refluxo sanguineo, o que
por sua vez inicia o processo de remodelamento cardiaco hipertrofiando-o (PEPE et al.
2016; GALLO et al. 2019). MATT et al. (2008) mostraram que a terapia de losartan
atenua os efeitos da valvula mitral em camundongos, reduzindo os efeitos do
remodelamento cardiaco. Sugere-se entdo que esse efeito pode ter ocorrido no modelo
mgA™, embora nés ndo tenhamos avaliado a valvula mitral. Acreditamos nessa
hipbtese, pois a curva espectral do fluxo sanguineo desses animais ndo apresentou
figuras aberrantes e indicava uma restauracdo da funcéo cardiaca.

Por outro lado, COOK et al. (2014), mostraram que 0S pacientes com ou sem
alteracdo na valvula mitral desenvolvem alteracdes ventriculares e sugere que o defeito
da fibrilina-1 pode ser responsavel por esse fendtipo, uma vez que a proteina esta
interligada ao citoesqueleto dos cardiomidcitos dando suporte e auxiliando na
sinalizacdo mecénica do movimento cardiaco. Em nosso resultado foi observado uma
reducdo significante da fibrilina-1 no grupo MFS nos dois periodos analisados (3 e 6
meses) e, por esse motivo, acreditamos que esse mecanismo também pode estar
envolvido, pois tanto o ventriculo direito quanto o esquerdo apresentaram reducdo da
expressdo de fibrilina-1 e desenvolveram alteragdes ventriculares.

Como ja mencionado, o desequilibrio da proteina fibrilina-1 regula a ativacao da
citocina TGFp, que em pacientes e nos modelos de experimentacao esta altamente ativa
no tecido, causando remodelamento tecidual (NEPTUNE et al. 2003; SOUZA et al.
2017; MILEWICZ, RAMIREZ, 2019). Alem disso, observa-se que essa ativacdo do
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TGFB pode promover duas via de sinalizacdo celular: A primeira ¢ a ativacdo da
sinalizacdo Smad (HABASHI et al. 2006; PEPE et al. 2016; ROUF et al. 2017) e a
segunda é a ativacdo da sinalizacdo de ERK1 ou 2 (ROSEMARY et al. 2012;
ROMANIELLOA et al. 2014; ROUF et al. 2017). Interessantemente, a ativagédo da via
de sinalizacdo celular ERK esta envolvida nos processos adaptativos cardiacos. Quando
super expressada estd envolvida no processo de hipertrofia concéntrica e quando
reduzida estd envolvida no processo de hipertrofia excéntrica (GALLO et al. 2019).

Sugerimos em nosso estudo que, ao longo da vida do modelo mgA™, podem
existir estimulos e sinalizacbes diferentes atuando nos tecidos, o que pode modular o
fenotipo. Embora a sinalizacdo ERK nao tenha sido objeto de estudo, o desequilibrio
dessa sinalizacdo pode resultar em uma ativacdo excessiva da MMP-2 e MMP-9
(NAGASAWA et al. 2013; ROMANIELLOA et al. 2014). Além disso, a propria
sinalizacdo de TGFP tem a capacidade de exacerbar a ativagdo da MMP-2 e MMP-9
(CHUNG et al. 2007) e, por esse motivo, optamos por analisar a MMP-9 e encontramos
uma ativacdo significativamente maior nos animais do grupo MFS quanto comparado
com o grupo WT. Por ser uma enzima, a MMP-9 tem funcdo de degradar fibras
elasticas, resultando em uma progressiva deterioracdo das fibras elasticas, o que pode
fazer o fendtipo cardiaco piorar.

Paralelamente, BALDWIN et al. (2013) descreveram que na formacao das fibras
elasticas, além da interacdo da fibrilina-1 e da elastina, é necessario outras microfibrilas.
Uma delas é a fibronectina, que € essencial na formacdo das fibras elasticas e pode
desempenhar um mecanismo compensatério na MFS. Observou-se em nossos
resultados que a fibronectina apresentou uma imunomarcacgdo significantemente maior
aos 3 meses no grupo MFS, corroborando a hip6tese do mecanismo compensatorio,
uma vez que temos uma redugéo significante da fibrilina-1, principal componente de
fibras elasticas (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 imunomarcagdo de fibrilinal, e a fibronectina
pode exercer sua funcdo 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 pressdo sanguinea (LACRO
et al. 2014; HARTOG et al. 2016; TIERNEY et al. 2018), tem efeito sobre a atividade

de TGFB, atenuando os fendtipos 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 periodo
analisado.

Aos 3 meses foi observado que a expressao de fibrillina-1 foi significantemente
menor quando comparada com os animais do grupo WT e MFS, sugerindo que nesse
periodo de andlise a terapia nao influenciou na expressao de fibrilina-1. Por outro lado,
a terapia reduziu significantemente a expressio de MMP-9, o que sugere que a
degradacdo enzimética das fibras elésticas pode ser atenuada. Acreditamos que a
terapia, ao bloquear a expressao de TGFp, pode inibir as sinalizagdes de Smad ¢ ERK
(HABASHI et al. 2006; PEPE et al. 2016; ROUF et al. 2017). Classicamente, ambas as
vias de sinalizacdo tem a capacidade de aumentar a sinalizacdo de MMP-2 e MMP-9
(GALLO et al. 2019) e, por esse motivo, observa-se uma degradacdo das fibras
elasticas. Por outro lado, ao tratar com losartan, essa degradacdo € reduzida, atenuando
o fendtipo na MFS. Embora esse mecanismo tenha sido descrito em experimentacdo in
vitro e em diferentes tecidos, acreditamos que isso pode estar acontecendo também no
coracdo (CHUNG et al. 2007; YANG et al. 2009; GRANATA et al. 2017).

J& aos 6 meses, foi observado um fenétipo oposto ao de 3 meses, uma expressao
significativamente maior de fibrilina-1 no tecido cardiaco, o que sugere que
cronicamente a terapia estimula a producdo de fibrilina-1 no tecido, assim como
observado em outros tecidos (LEE et al. 2016). Por outro lado, a terapia causou uma
atenuacéo da expressdao da MMP-9, sendo significativamente menor quando comparado
com grupo MFS, porém significativamente maior que o grupo WT, sugerindo que o
bloqueio da sinalizacdo de TGF-B pode ser temporario, além de observarmos uma
degradacdo menor das fibras elasticas quando comparado com 0s animais do grupo
MFS.

Curiosamente, tanto os animais de 3 e 6 meses do grupo MFS™

apresentaram
uma imunomarcagéo de fibronectina significativamente maior quando comparados com
0s grupos WT e MFS. Sugerimos que no tecido cardiaco a fibronectina pode
desempenhar um papel de compensacéo estrutural no tecido, como visto nos ligamentos
da lente dos animais mgR/mgR (BEENE et al. 2013). E descrito que a fibronectina é co-
localizada com a fibrilina-1 na mesma superficie celular (ZEYER et al. 2018), além de
apresentar um importante papel na formagdo 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 ndo interfere na expressao de fibronectina. Esses trabalhos nos
conduzem a hipotese de um processo de adaptacdo tecidual, embora necessite de um
aprofundamento maior desse estudo que sera realizado em um futuro proximo.

Além disso, encontramos em nosso estudo um aumento significativo do
ventriculo direito nos animais do grupo MFS, em ambos os periodos analisados quando
comparados com o grupo WT, o que pode ser consequéncia de um processo de
resisténcia na artéria pulmonar como descrito por McLUNE e PEACOCK (2009),
NAEIJE (2013) e BHATNAGAR et al. (2018). Embora os animais do grupo MFS™
ndo tenham apresentado diferenca significativa entre os grupos de MFS e WT aos 3
meses, opostamente aos 6 meses o ventriculo direito foi significativamente maior
quando comparado com os grupos WT e MFS. Esse resultado indica um possivel
distarbio com o pulméo.

Nitidamente, é observado nos animais do grupo MFS um aumento significativo
da area alveolar, formando grandes espacos alveolares. Embora as alteracdes
pulmonares ndo sejam consideradas como fendtipo principal da doenca, observa-se uma
série de relato de casos de alargamento alveolar apical resultando em enfisema
(DINWIDDIE, SONNAPPA 2005; KOLONICS-FARKAS et al. 2009; DYHDALDO,
FARVER, 2011), além de ser uma caracteristica presente em diferentes modelos
experimentais da sindrome 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 sindrome de Marfan, a cronicidade do enfisema pode
resultar em pneumotorax espontaneo (DINWIDDIE, SONNAPPA 2005; DYHDALO,
FARVER, 2011). Embora esse achado seja visto em pacientes, ndo encontramos essa
morbidade nos animais deste estudo, podendo indicar uma adaptacao da les&o.

O pulmdo é um 6rgdo de extrema importancia no processo de ventilacdo e
oxigenacdo das células sanguineas. O processo de ventilacdo tem a caracteristica fisica
de expansdo do parénquima pulmonar. A expansividade s6 é possivel, pois o
parénquima pulmonar apresenta fibras elasticas, as quais geram complacéncia e recuo
elastico no pulmdo (BURGSTALLER et al. 2017). A reducdo da fibrilina-1 no
parénquima pulmonar é associada a formacdo de alargamento alveolar na sindrome de
Marfan, como descrito por ROBBESON et al. (2008). Em nosso estudo foi observado
que a proteina fibrilina-1 teve uma reducéo significante nos animais do grupo MFS em

relacdo aos animais do grupo WT, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Sugerimos
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que a reducao da fibrilina-1 no parénquima pulmonar diminui a capacidade elastica no
pulméo, além de romper os septos alveolares, fazendo-o mais rigido. A reducdo elastica
do pulmdo, somada a expansdo mecéanica do processo ventilatorio e a dindmica aerifera
dos alvéolos no grupo MFS, pode promover no parénquima uma dilatacdo alveolar
constante.

O alargamento dos alvéolos altera a expansdo pleural em modelos da sindrome
de Marfan, necessitando de forca ventilatoria mais positiva quando comparada com 0s
animais do grupo WT, como descrito por PALMA et al. (2015). A dindmica ventilatéria
envolve um conjunto de estruturas que garante que o ar atmosférico permeie e entre nos
alvéolos para oxigenar as células sanguineas, dependendo constantemente da contragédo
diafragmatica, que resulta em mudancas ciclicas na pressdo pleural, a qual é negativa e
no processo de inspiracdo tende a se igualar com a pressao atmosférica (ZIELINSKA-
KRAWCZYK et al. 2018). Sugerimos que o grupo MFS pode apresentar uma
dificuldade ventilatoria em razdo da expansdo alveolar, necessitando de uma maior
forca no processo, o qual pode, consequentemente, aumentar a pressdo
parenquitomatosa, causando uma resisténcia vascular. Uma vez presente a resisténcia
vascular, o coragdo tenta promover a homeostasia, aumentando a forga para manter a
mesma intensidade sanguinea para o pulmdo. Contudo, o aumento de forca no
ventriculo direito gera uma hipertrofia, o que pode resultar em morbidade patoldgica,
como Visto em nossos resultados.

O tratamento com Losartan no grupo MFS™

, por outro lado, atenua o
alargamento apenas aos 3 meses, indicando que a terapia tem um efeito limitado no
fenotipo pulmonar, o que corrobora os achados de LEE et al. (2016), resultado que
indica que a terapia tem um efeito limitado no fenétipo pulmonar. Contudo, ao se
avaliar a imuno-localizacdo da fibrilina-1, observa-se que ao longo do periodo de
analise, a imuno-localizacdo foi significantemente maior no grupo MFS™
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)

quando

mostram que a terapia atenua a degradacdo da MEC.

Interessantemente, aos 3 meses, observa-se que o ventriculo direito do grupo
MFS™ n3o tem diferenca significativa quando comparado com os grupos WT e MFS,
indicando uma atenuacéo fenotipica de ambos sistemas (pulmonar e cardiaco). Contudo,

aos 6 meses, observou-se que o espessamento do ventriculo direito do grupo MFS™ foi
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significativamente maior quando comparado com os grupo WT e MFS, embora a parede
do ventriculo esquerdo tenha sido significantemente menor quando comparada com
ambos 0s grupos. Portanto, sugere-se que o losartan tem efeito no eixo da circulagéo
sisttmica e um efeito limitado no eixo da circulagdo pulmonar.

Além disso, sabe-se que a degradacdo das fibras elasticas pode ser decorrente
das acbes da MMP2 e da MMP9, as quais estdo envolvidas tanto no remodelamento
tecidual (degradando fibras elésticas, colageno denaturado e membrana basal), quanto
na regulacdo de mediadores inflamatorios e fatores de crescimento. Ademais, CRAIG et
al. (2015) mostram que a MMP2 e a MMP9 apresentam um papel ambiguo em
respostas anti-fibroticas e fibréticas.

Interessantemente, a MMP2 e a MMP9 sdo enzimas e participam de diversos
processos no desenvolvimento pulmonar, inclusive na formacdo dos alvéolos
(HENDRIX, KHERADNAND, 2017). Particularmente, a enzima MMP-9 ¢ relatada em
outras doencas enfisematosas, como na hipertensdo pulmonar, na doenca pulmonar
obstrutiva cronica (em pacientes fumantes) e na fibrose pulmonar idiopatica.

Em nosso estudo, observou-se que aos 3 meses ndo foi encontrada diferenca
significativa entre os animais dos grupos WT e MFS, o que poderia sugerir uma
atenuacdo na degradacdo das fibras elasticas, contudo a imunolocalizacdo da fibrilina-1
no grupo MFS foi significantemente menor quando comparada com o grupo WT,
sugerindo uma reducdo das fibras elasticas. Acreditamos que talvez a degradacdo das
fibras elésticas seja decorrente de acdo de outras enzimas como a MMP-2, a qual
também tem a funcdo de degradar fibras elasticas, semelhantemente 8 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-
localizagdo da MMP-9 significantemente maior quando comparada com grupo WT,
resultado semelhante aos estudos de hipertensdo pulmonar, de doenca pulmonar
obstrutiva cronica (em pacientes fumantes) e de fibrose pulmonar idiopatica
(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 destruicdo alveolar, ela ndo é pardmetro para definir a
gravidade dos processos enfisematosos, indicando que pode existir uma resposta auto-
reativa envolvendo células Thl e Th17 no processo de destruicdo da parede alveolar
(KHERANDNAND et al. 2017; HENDRIX, KHERADNAND, 2017).
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J4 0 grupo MFS™ mostrou respostas antagonicas ao longo do tempo. Aos 3
meses apresentou uma reducdo significativa da imunolocalizacdo 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 inibicdo de
MMP-9 com menos de 1 més de experimento. Por outro lado, é observado em outros
tecidos que o losartan promove um efeito de inibicdo na atividade de MMP-9 aos 3
meses de avaliacdo (HABASHI et al. 2006; NISTALA et al. 2010). Opostamente, aos 6

meses, 0 grupo MFS™

apresentou uma expressao de MMP-9 significantemente maior
quando comparada com os grupos WT e MFS, indicando que o efeito terapéutico ocorre
apenas aos 3 meses, além de apresentar uma alta atividade enzimética aos 6 meses, 0
que pode ser consequéncia da proteina mutante fibrilina-1.

Além das funcles 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 elésticas por meio
de influéncia da fibronectina no tecido pulmonar. Curiosamente, tanto aos 3 meses
guanto aos 6 meses, 0s animais do grupo MFS apresentaram uma imuno-localizacdo da
fibronectina significantemente maior quando comparados com o grupo WT. Sugerimos
que essa imuno-localizagéo possa ser decorrente de um mecanismo de remodelamento,
o qual foi descrito por ROMAN et al. (2004), que indica a importancia da fibronectina
na fibroproliferacdo no tecido pulmonar, principalmente na parede alveolar ap6s as
injurias da doenca pulmonar obstrutiva crénica.

Ademais, 0 grupo MFS™ apresentou uma imuno-localizacdo 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 reducdo da fibronectina nos grupos tratados com losartan, embora os
achados tenham sido observados em outros 6rgédos (rim e aorta) (REHMAN et al. 2012;
MAQUIGUSSA et al. 2018). Desta forma, sugerimos que a terapia com losartan pode
apresentar diferentes modulac6es de acordo com o 6rgdo analisado.

No pulméo, a fibronectina é importantissima para organogénese dos alvéolos e
responsavel por interagir tanto com as fibras de colageno 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 doenca pulmonar obstrutiva cronica em nivel
leve/moderado (ROMAN et al. 2004; BIDAN et al. 2015). Sugerimos que a continua



97

lesdo alveolar presente na sindrome de Marfan estimula o processo de remodelamento,
independentemente do tratamento com losartan.

O processo de remodelamento no pulmdo muitas vezes estd associado ao
aumento dos filamentos de actina nos fibroblastos, transformando-os em
miofibroblastos e auxiliando na reparacdo das injurias 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 periodo analisado. Aos 3 meses 0s animais tiveram
uma imunolocalizacdo de a-actina significantemente reduzida quando comparada com
0s animais do grupo WT. Embora os trabalhos da literatura mostrem que o
remodelamento esta associado ao aumento da expressdo de a-actina (BOGATKEVICH
et al. 2003; KHADANGI, BOSSE, 2019; LAM et al. 2019), observou-se uma série de
casos de pacientes que apresentam mutacdes no gene ACTAZ2, as quais resultam em
defeitos vasculares e pulmonares, caracterizados por enfisema, reducéo na diferenciagéo
das células de musculo liso e hipertensdao pulmonar (MILEWICZ et al. 2010; YUAN,
2015; ZHOU et al. 2017; CHEN et al. 2019), fenotipo semelhante ao encontrado em
nossos resultados.

Embora os mecanismos intrinsecos da influéncia da a-actina no fenotipo
pulmonar sejam desconhecidos, CHAN et al. (2016) sugerem que mutacdes no gene
ACTA1 fazem com que os mondmeros de actina tornem-se rigidos e ndo suportem a
ligagdo com a miosina, resultando em uma perda de funcdo contratil. Para o pulméo, as
células contrateis tém uma funcdo crucial no processo ventilatério, auxiliando na
biomecanica ativa e no ténus muscular (gera resisténcia no fluxo de ar e reduz o limen
aerifero) (LAM et al. 2019; LAN et al. 2019).

Sugerimos que a reducdo da a-actina no grupo MFS pode estar relacionada com
a reducdo de diferenciacdo das células da musculatura lisa, o que pode induzir a reducgéo
contratil do parénquima alveolar, deixando-o mais suscetivel a dindmica ventilatoria
passiva, a qual e resultante da MEC. Por outro lado, a MEC no grupo MFS apresentou-
se alterada aos 3 meses e, por essa razao, acreditamos que tal fato possa favorecer a um
processo enfisematoso.

Opostamente, aos 6 meses, 0 grupo MFS apresentou uma imunolocalizacéo da
a-actina significantemente maior que o grupo WT. O aumento desse componente no

parénquima pulmonar esté associado a diferentes processos de remodelamento tecidual,



98

desde proliferacdo celular até a producéo de fibras de colageno | (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 lesdes da MEC no grupo MFS pode reduzir
drasticamente seus componentes fibrilares elasticos e ndo elasticos, promovendo um
aumento da biomecanica ativa. Contudo, o excesso da contracdo dos miofibroblastos
promove a ruptura dos septos alveolares, aumenta a forca e a rigidez nas estruturas
pulmonares e, por essa razdo, estd envolvido no processo de hipertensdo pulmonar
(LAN et al. 2014; BIDAN et al. 2015; CALVIER et al. 2017), morbidade a qual
sugerimos ocorrer no modelo mgA™".

Além disso, sugerimos que outros processos podem estar acontecendo
paralelamente no pulmdo do grupo MFS, contribuindo com a fisiopatologia das
morbidades encontradas. Interessantemente, 0 aumento da a-actina no pulmdo esta
envolvido em diversos eventos patologicos, os quais envolvem o aumento da expressao
de TGF 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 sinalizagfes podem ser influenciadas pela terapéutica de Losartan,
como descrito por HABASHI et al. (2011) e PEPE et al. (2016). Em nosso resultado
observou-se que, independente do periodo analisado, a terapia de Losartan no grupo
MFS™™ mostrou uma imunolocalizacdo da a-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 ndo tenham sido direcionados em pacientes ou
modelo animal da sindrome de Marfan.

A reducdo da a-actina no parénquima pulmonar estd associada a atenuagdo da
atividade dos miofibroblastos, a reducéo das fibras de colageno e ao processo de fibrose
pulmonar (LONG et al. 2007; LANG et al. 2010; CHOU et al. 2011). Baseado nesse
potencial terapéutico, sugerimos que a terapia de Losartan pode estar atenuando o
processo de fibroplasia no pulmdo do modelo experimental estudado, sendo mais
evidenciado aos 3 meses, uma vez que foi observada uma atenuagdo da &rea dos
alvéolos do grupo MFS™,

Notoriamente, observa-se uma interligacdo entre os Orgaos coragdo, pulméo e
aorta, a qual foi capaz de influenciar uns aos outros por uma malha complexa de
diferentes adaptacBes na fisiopatologia da MFS. Além desse eixo descrito (coragdo-

pulmé&o-aorta), nota-se que o rim tem a capacidade de influenciar a fisiologia pulmonar,
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a cardiaca e a hemodinamica, principalmente nas funcdes de regular o equilibrio da
agua e do sodio (no controle da pressao arterial) e no tamponamento pulmonar. (PALM,
NORDQUIST, 2011; WADEI, TEXTOR, 2012; HUSAIN-SYED et al. 2016).

Em processos patoldgicos, tanto cronicamente quanto agudamente, o rim tem
um papel importantissimo na fisiopatologia das doencas pulmonares (hipertensao
pulmonar e doenca pulmonar obstrutiva crénica) e cardiovasculares (resisténcia
vascular, hipertensédo e hipertrofia dos ventriculos 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 6rgédo pouco explorado na MFS, apesar de ter uma série de
casos que mostram alteracdes como: Glomerulosclerose segmentar e focal, cistos e
policistos renais, glomerulonefrite segmentar e focal, mudanca glomerular,
irregularidade da membrana basal, alteragdes nas estruturas vasculares, deposito fibrilar
denso no parénquima renal e no glomérulo, expansdo mesangial, fibrose intersticial,
dilatacdo cistica na regido medular e doenca renal crbénica associada com hipertensdo
(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 reducdo significante do glomérulo quando comparado com 0s
grupos WT e MFS™. Embora esse achado seja diferente de alguns casos encontrados
em pacientes com MFS, eles corroboram o0s achados vistos em outros modelos
experimentais da doenga (SBAR et al. 1995; HARTNER et al. 2004; BOSEMAN et al.
2008; AL-HAGGAR et al. 2017).

Possivelmente, as alteracdes renais descritas na MFS e a hipoplasia glomerular
podem ser resultantes da reducdo das fibras elésticas no tecido renal, uma vez que as
estruturas glomerulares, vasculares e peritubulares séo constituidas de fibrilinal, a qual
foi referida como proteina principal para a estruturacdo das regides citadas (SBAR et al.
1996; STERTZEL et al. 2000; TAKAHASHI et al. 2011; AL-HAGGAR et al. 2017).

A diferenca fenotipica dos achados glomerulares entre 0os modelos animais da
MFS e os pacientes pode envolver uma malha complexa de interagdes celulares e

matriciais. AL-HAGGAR et al. (2017) sugerem que animais mgR/mgR (modelo animal
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da MFS) ndo apresentaram o mesmo fendtipo que os pacientes devido a uma reducéo da
fibrilina-1 do tipo selvagem. No entanto, neste estudo utilizou-se o modelo mgA™, o
qual é um modelo dominante negativo e também ndo apresentou glomerulonefrite ou
glomerulosclerose como identificado em alguns pacientes da sindrome Marfan, mas
apresentou a hipoplasia glomerular (GUPTA et al 2010; AL-HAGGAR et al. 2017).
Esse fato nos leva a hipotese de que outros fatores estdo envolvidos nas doencas
glomerulares (glomerulonefrite ou glomerulosclerose) em pacientes da MFS.

Ao tratar os animais com losartan, observou-se que o fenétipo renal dos animais
do grupo MFS™" apresentaram comportamentos distintos ao longo do periodo
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™" foi
significantemente menor quando comparado com o grupo WT e ndo tiveram diferenca
estatistica quando comparado com grupo MFS. Novamente, esse resultado mostra o
efeito limitado na recuperacdo estrutural da terapia de losartan, sendo mais evidenciado
aos 3 meses. Embora outros estudos indiqguem que o tratamento com losartan melhora
fendtipo em outros 6rgdos, no rim a terapia tem sido mostrada com efeito benéfico de
atenuar fibrose renal, lesdes glomerulares e uma recuperacdo na funcdo tubular (HE et
al. 2014; KATSIKI et al. 2018).

A terapia de losartan tem como principio o bloqueio da sinalizacdo da Ang Il, a
qual tem funcdo crucial nos processos de comunicagdo autdcrina e paracrina no rim, os
quais estdo intimamente interligados com a MEC (XU et al. 2009). A proteina fibrilina-
1 no parénquima renal esta relacionada com a parte estrutural do rim, e embora nao
saibamos precisamente qual o efeito da mutacdo, sugerimos que a mutacao 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 depdsito de fibrilina-1 no parénquima renal. Aos 3 meses, a
imunomarcacdo da fibrilina-1 no grupo MFS™ foi significantemente maior que 0s
animais do grupo MFS, porém significantemente menor que o grupo WT. Ja aos 6

meses, foi observado que o grupo MFS™

apresentou a imunomarcagédo da fibrilina-1
significantemente maior que os animais WT e MFS. Esse resultado sugere que a terapia
promove uma recuperacao dos componentes da MEC e aumenta o depdsito 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 ndo € resultante do defeito da fibrilina-1, podendo ser
consequéncia de um conjunto de interacGes de outras proteinas na MEC.

No tecido glomerular e peritubular POLLAK et al. (2014) mostraram uma
composicdo de diferentes interagdes de proteinas, incluindo colageno tipo 1V,
fibronectina e proteoglicanos. Especificamente no rim, a fibronectina apresenta um
papel importantissimo na organizacdo 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™
apresentaram uma imunomarcacao de fibronectina significantemente reduzida quando
comparada com o grupo WT. Sugerimos gue a reducéo da fibronectina nos grupos MFS
e MFS™™ pode ser decorrente de uma perda estrutural das microfibrilas. Conhece-se que
a fibronectina interage diretamente com a fibrilina-1 principalmente na formagéo de
fibras elasticas (BALDWIN et al. 2013; SABATIER et al. 2013; HUBMACHER et al.
2014). Uma vez presente a atenuacdo da fibrilina-1, acreditamos que de algum modo
sua interacdo com a fibronectina pode ser reduzida e, consequentemente, pode haver
reducéo de sua distribui¢do no parénquima renal.

Contudo, o grupo MFS™ apresentou uma imunomarcacdo 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 parénquima renal. Além disso, sugerimos que,
pelo fato da terapia de losartan bloquear a sinalizagdo de TGF-B, o seu bloqueio pode
atenuar as acbes de MMP-2 e MMP-9, reduzindo a degradacdo 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 funcdo crucial principalmente no
desenvolvimento do érgdo e nas interagcfes 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 imunomarcacgdo significantemente maior quando comparado com o
grupo WT, tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses. Esse resultado indica que o modelo
mgA”®" tem uma cronicidade da ativacdo das MMP-9, o que pode estar associado com a
constante degradacdo das fibras elasticas. Essa caracteristica ja foi observada em outros
orgaos da MFS e acredita-se que essa ativacdo seja decorrente da influéncia do TGF-p,
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tanto em pacientes quanto em modelos animais da MFS. Interessantemente, € observado
que a ativacdo das MMP-9 no grupo MFS foi vista em diferentes 6rgdos, o que nos
conduz a sugerir o efeito generalizado do desequilibrio entre as microfibrilas e 0 TGF-f
na MFS. (ISHII, ASUWA 2000; CHUNG et al. 2007; XIONH et al. 2008; STOLOT-
ARKIL et al. 2012; AGG et al. 2014; HOUGHTON, 2015; TROILO et al. 2016; DALE
etal. 2017).

Contudo, o grupo MFS™ apresentou um imunomarcacdo das MMP-9 de
diferente perfil aos 3 meses e aos 6 meses. Aos 3 meses foi observado uma redugéo
significante da imunomarcacdo das MMP-9 quando comparado com o grupo MFS e nédo
apresentou diferenca estatistica 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 sinalizacdo de
TGF-B 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™™ apresentou uma imunomarcagéo 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 expressdo 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 parénquima renal esta
associado a processos pro-fibroticos. Contudo, como ja mencionado, CRAIG et al.
(2015) mostraram o efeito ambiguo da MMP-9 nos processo fibroticos e antifibréticos.

Conhece-se que a fungdo principal da MMP-9 é degradar fibras elasticas
(CHUNG et al. 2007). Contudo, nesse estudo observou-se que a imunomarcagao da
fibrilina-1 aos 6 meses do grupo MFS'™™ foi significantemente maior quando comparada
com os grupos WT e MFS. Interessantemente, nesse mesmo periodo, 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 coladgeno denaturado, na tentativa de evitar um possivel
processo fibrotico renal (FU et al. 2012; CRAIG et al. 2015).

O declinio das fibras elasticas no parénquima renal e a excessiva atividade de
MMP-9 sugere uma les@o progressiva no tecido, que pode estimular um remodelamento

tecidual e até mesmo a fibrose do 6rgio (DESOGERE et al. 2019). Interessantemente, a
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fibrose renal esta associada ao aumento de a-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 imunomarcagdo de a-actina significantemente menor que os animais
do grupo WT, sugere-se que a lesdo presente aos 3 meses ndo esta associada a um
processo fibrotico, podendo estar associada a outras alteracfes parenquitomatosas que
serdo exploradas em um futuro préximo.

Por outro lado, aos 6 meses, observa-se uma imunomarca¢ao de o-actina
significantemente maior quando comparada com o grupo WT. Essa constatacdo €
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 nédo avaliou as
fibras de colageno para certificar a presenca desse processo fibrético.

Além disso, ¢ observado que o acumulo de oa-actina nos fibroblastos no
parénquima renal ¢ estimulado pela sinalizagdo de TGFB (SUN et al. 2016; BI-CHENG
et al. 2018). Sugerimos que a cronicidade da leséo das fibras elésticas presente na MFS
pode estimular o aumento da expressio de a-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 ja mencionado, a terapia de Losartan tem a capacidade de bloquear a
sinalizagdo de TGFP (PEPE et al. 2016). Aos 3 meses observou-se que tanto a
expressio de MMP-9 quanto a expressio de a-actina no grupo MFS™ foi
significativamente menor quando comparado com grupo MFS. Esse resultado sugere
que a terapia tem efeito sobre a sinalizacdo de TGFp, pois ambas as proteinas sdo
ativadas e estimuladas pela atividade excessiva de TGF (CHUNG et al. 2007; SUN et
al. 2016; BI-CHENG et al. 2018; XIAOQ et al. 2018; CHEN et al. 2019; HE et al. 2019).

Por outro lado, aos 6 meses, observou-se uma imunomarcacdo de a-actina

significantemente maior no grupo MFS™

guando comparada com os grupo WT e MFS.
Novamente, sugere-se que a terapia com losartan tem poder limitado para atenuar os
desequilibrios bioquimicos da matriz extracelular do rim. Além disso, sugerimos que a
cronicidade da terapia pode desempenhar um efeito de remodelamento tecidual, uma

vez que a a-actina estd associada com esse processo (BI-CHENG et al. 2018).
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Nesse estudo foi evidenciado que o modelo mgA™" apresentou os fendtipos
classicos da doenca com alteracfes vasculares e esqueléticas. Além disso, os resultados
nos indicaram uma complexidade da doenca, a qual envolve diferentes érgdos na
fisiopatologia da sindrome de Marfan.

Observou-se que o defeito da coluna toracica tem a capacidade de mudar o
trajeto da aorta, criando uma possivel resisténcia vascular e alterando a dinamica do
fluxo sanguineo. Uma vez alterado, o fluxo sanguineo na aorta sobrecarrega o coracao,
hipertrofiando principalmente o ventriculo esquerdo.

Concomitantemente, evidenciou-se no pulméo alteraces tipicas enfisematosas,
as quais estdo relacionadas com a resisténcia vascular, principalmente dos grandes vasos
pulmonares. Contudo, essa caracteristica patoldgica no pulmdo resulta em uma
sobrecarga cardiaca no ventriculo direito, hipertrofiando-o.

Além das alteracBes do eixo central do sistema circulatério, conhece-se a
influéncia do rim nos processos de adaptacdo dos fluidos sanguineos e no toénus
vascular. Notoriamente, observou-se no grupo MFS que o glomérulo, o polo vascular e
0 espaco urinario eram significantemente menores, indicando uma possivel resisténcia
vascular, a qual pode contribuir na resisténcia do fluxo adrtico.

Esse conjunto de alteracBes descritas indica um sistema com alta resisténcia
vascular, o qual pode contribuir com a piora do fenétipo aortico ou até mesmo no
surgimento de aneurismas e dissecgoes.

Por outro lado, a terapia com losartan mostrou uma efetividade na atenuacéao
fenotipica somente aos 3 meses. Os resultados mostraram uma area alveolar e a
espessura do ventriculo esquerdo significantemente menor, além do aumento do
glomérulo e suas estruturas quando comparado com o grupo MFS, sugerindo uma
recupera¢do do quadro sistémico no modelo mgA'™".

Sugerimos que as alteracbes presentes nos diferentes o6rgdos podem ser
decorrentes de um processo adaptativo da modificagdo dos componentes da matriz
extracelular, uma vez que se observou uma reducdo significante da proteina fibrilina-1
no coragao, pulmao 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 imunomarcagdo da enzima MMP-9 no coracdo, pulmao e rim.

A enzima MMP-9 tem como principal funcdo a degradacéo das fibras elasticas e esta
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ativada nos processo de remodelamento tecidual, resultando na piora do fendtipo nos
diferentes tecidos analisados.

Interessantemente, com a terapia de losartan observou-se um aumento
significativo da fibronectina no grupo MFS™ no corag&o, pulmédo e rim, tanto aos 3
meses quanto aos 6 meses, 0 que nos levar a sugerir que a terapia pode promover uma
substituicdo de componente microfibrilar, uma vez que a fibronectina também tem papel
estrutural nos drgéos citados. Especificamente aos 3 meses, notou-se que a terapia com
losartan teve o poder de reduzir a imunomarcagdo de MMP-9 no pulmé&o, coragéo e rim
e aos 6 meses aumentar a imunomarcacao de fibrilina-1.

Embora notoriamente tenha sido observado de forma sistémica alteracdes nas
proteinas fibrilina-1 e MMP-9, notou-se que o remodelamento tecidual foi O6rgao
dependente, além de ter diferentes respostas ao longo do tempo, caracteristicas as quais

impulsionardo novos estudos futuros.
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6. CONCLUSOES
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6.1 Conclusoes

1. Auvaliar o fenétipo classico do modelo mgA™ e a influéncia da terapéutica
do Losartan® aos 3 meses e 6 meses.

O modelo mgA™ apresentou a expressio do mRNA mutante do gene Fbni,
caracterizando um modelo dominante negativo, além de apresentar as alteracdes
esqueléticas (hiperlordose) e vasculares (fragmentacgdo das fibras elasticas e presenca de
aneurisma), tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses, corroborando os achados ja descritos
do modelo. A terapéutica de Losartan® ndo influenciou na expressdo do mRNA e na
atenuacdo fenotipica do defeito esquelético, tendo efeito atenuante apenas nos aspectos

vasculares, tanto morfol6gico quanto hemodinamico.

2. Avaliar o fenotipo cardiaco quanto a sua morfologia e as proteinas
envolvidas na formacéo das microfibrilas no modelo mgA™ com e sem a

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses.

Os animais mgA'p” apresentaram diferentes processos de adaptacéo cardiaca aos 3 meses
e aos 6 meses. Contudo, ambas as idades apresentaram espessamentos dos ventriculos
direito e esquerdo. Em relagdo ao componente microfibrilar, observou-se uma
progressiva degradacdo das microfibrilas no parénquima cardiaco nas duas idades
analisadas. Foi observado que a terapia com Losartan ®, tanto aos 3 meses quanto aos 6
meses, tem o poder terapéutico de reduzir a espessura do ventriculo esquerdo. Ademais,
promoveu a reducdo da enzima que degrada as microfibrilas, além de aumentar a
expressao de fibronectina. Em suma, a terapia promove atenuagdo da degradacéo das

microfibrilas no tecido cardiaco.

3. Avaliar o fendtipo pulmonar quanto a sua morfologia e as proteinas
envolvidas na formacéo das microfibrilas no modelo mgA™ com e sem a

terapia com Losartan ® aos 3 meses e 6 meses.
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Os animais mgA'p” tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram um aumento
significante da area alveolar, sugerindo um processo enfisematoso, além da progressiva
degradacdo das microfibrilas da parede alveolar, embora em ambos os periodos seja
observado um processo de substituicdo 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 diminuicdo da area alveolar, quanto na degradacdo das fibras

elasticas.

4. Avaliar o fenotipo renal quanto a sua morfologia e as proteinas envolvidas
na formacdo das microfibrilas no modelo mgA'p“ com e sem a terapia com

Losartan ® aos 3 meses € 6 meses.

Os animais mgA'p” tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram uma reducdo das
estruturas glomerulares e uma progressiva degradacdo das microfibrilas no paréngquima
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 recuperacao da degradacdo das microfibrilas.

5. Intersectar os achados morfoldgicos e estruturais dos érgdos que
influenciam o sistema circulatério no modelo mgA™ da sindrome de

Marfan aos 3 meses e 6 meses.

Os animais mgA'p” tanto aos 3 meses quanto aos 6 meses apresentaram uma degradagao
constante das microfibrilas, porém cada érgdo apresentou um remodelamento tecidual.
Além disso, foi observado que o defeito da coluna vertebral influencia o fendtipo
adrtico, comprimindo a aorta e alterando a dindmica do fluxo sanguineo.
Concomitantemente, foi observado que o pulmdo apresenta alteragdes enfisematosas.
As alteracBes adrticas e pulmonares tém potencial de sobrecarregar o coracdo, fazendo-
o hipertrofiar. Paralelamente, as alteragdes glomerulares e parenquitomatosas do rim
podem gerar resisténcia vascular e esta contribuir com a piora dos fenotipos do eixo

cardio-vascular.
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9.1 Anexo A. Protocolo do Comité de ética no Uso de Animais do IB aprovado para
este trabalho.

MMamm
O

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Caracterizagio do papel do gene Hspg2 na
modulagio dos fenétipos, da dindmica circulatéria e da MEC no modelo mga™*®™*° na
Sindrome de Marfan sob a terap@utica de Losartan”, registrada com o n® 272/2016 (Proc.
16.1.636.41.7), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Lygia da Veiga Pereira Carramaschi e
com a participagio dos colaboradores Gustavo Ribeiro Fernandes (IB/USP), Rodrigo
Barbosa de Souza (IB/USP) e Isabela Gerdes Cyuricza (IB/USP), que envolve a producglo,
manutengido ou utilizagdo de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos
da Lei n? 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009 e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal

(CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais ~ CEUA do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, em reunido de 13 de dezembro de 2016.

Vigéncia da autorizagio: 13/12/2016 a 12/12/2020

Finalidade: Pesquisa Cientifica

Espécies/linhagens: camundongos isogénico (Mus musculus)/129/sv e B6 e camundongos
Knockout: Fbn1K0129/sv; Hspg2K0129/sv; Fbn1KOB6; Hspg2KOB6

N2 de animais: 180

Peso/Idade: 3 e 6 meses/30g

Sexo: (M+F)

Origem: Biotério de Camundongos do Departamento de Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas - USP

08S.: Qualquer intercorréncic ou olteragdo do projefb em andomento deverd ser
previomente autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA-IB.

Prof. Dr, %gusto C Magno Fernandes
Coordenador da Comissagfie £tica no Uso de Animais

= 19321 = Cidade Unhersitaria = S30 Paula = 59 = CELOBS08-090 = Hrasll




131

9.2 Anexo B. I- Publicacéo relacionada a tese

Review article
itipe/fdx. doi.org/ 104322 /ms. 102516

Critical analysis of aortic dysmorphism in Marfan Syndrome
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Abstract

Introduction: Marfan syndrome (OMIM #154700) was described for the first dme in 1896 by Antoine
Bernard-Jean Marfan. It is characterized by its aurosomal dominant inheritance pattern, affeces 1:5000 of those
born alive, and involves the gene that codifies the structural protein fribrillin-1. Fibrillin-1 is critical for the
formarion of the elastic system backbone and for the negatve reguladon of the cyrokine rransforming growth
factor beta 1 (TGF-g1). In the syndrome this fibrillar component canses the degeneration of the fibers of the
elastc system, which no longer sequesters marrix TGF-B, causing disorganization of the collagen fibers and
vascular smooth muscles. The disease attects mainly the cardiovascular system, cardiovascular problems being
the main cause of death. This is because arveries have large amounts of elastic fibers thar rupture in an adverse
process, causing mainly dissections and aneursms, which have been bereer darified in experimental sudies
with mice, Objectdve: The objective of this study was to conduct an etiopathogenic and molecular review o
describe the advances in the understanding of blood vessel dysmorphism in the syndrome, espedially of the
aorta. Materials and Methods: For this purpose the liverature of the lase 35 years was extensively reviewed.
Conclusion: The origin of the aortic dysmorphism in the syndrome stems from a number of events thar begin
with the mutation of the gene fibrillin-1, causing fragmeneation of the aortic elastic fibers. Excess cytokine
TGE-B increases the amoune of metalloproweinases and of vascular smooth muoscle cell apopeosis, leading wo
matrix remodeling and increasing the susceptibility of the vessel to an aneurysm or dissecting process.

Keywords: Marfan syndrome, arcerial wall, morphology, extracellular matrix, aneurysm, dissecting aneurysm,

1 Introduction

Marfan syndrome {(OMIM #154700) is an auwosomal
dominant inhentance condinon described in 1896 by the French
pediatrician Antoine Bernard-Jean Marfan, The syndrome is
linked to the gene fibrillin-1 { FBNT) thar codifies the prorein
fibrillin-1 (OMIM *134797), whose focsris locared ar 15q21.1.
Mutations of the gene FENT were associated with the disease
in 1991. Accurate molecular diagnosis is challenging becanse
of the more than 1500 described muations. The proveins
fibrillin-1 and fibnlin-2 form the backbone of the elasuc system
for elastin deposition and by extension, of the elastc fibers,
Abnormalities of the gene FENT lead to structural changes
in the protein fibrillin- 1, cansing degeneration of the clastic
system and disorganization of the collagen fibers and vascular
smooth muscle of the aorra. Aortc microfibnls (ibnlln-1
and fibrillin-2} regulate the expression of the transforming
growth factor beta (TGE-B) and so mutatons of the gene
FENI increase the amount of circulating and dssue cyrokine,
compromising vascular smooth muscle and the integriey of
the extracellular marrix.

Since arteries have large amounts of elasic fibers, the
cardiovascular system is affected in more than 90% of the patients,

J. Morphol. Sci., 2017, vol. 34, no. 1, p. 1-6

causing mainly acric dilagon, ancurysm, and dissecion. Given
the challenge of understanding the intrinsic mechanisms of the
disease, studies in experimental models in mice have advanced
the understanding of the syndrome’s pathophysiology and
improved the available rrearmens,

2 Materials and Methods

A systematic search of the literature published berween
1980 and 2014 was conducted in the following electronic
databases: Web of Science, MedLine, LILACS, Scelo, and
Oxford Journals, in addidon to a manual search in book
chaprers, theses, and references of the selecred studies in English,
Spanish, and Portuguese using the keywords: “sindrome de
Marfan™ | Marfen syndrome|, “morfologia™ | moerpbalagy],
“marriz extracelular” | exzracelinlar marriz], “aneurisma”
| aneserysm], and “ancurisma dissecante™ | anewrysmn, diseciing).

The exclusion erivenia were: repeated studies in the vanous
databases, studies without the keywords in the dtle, and
studies with the keywords in the title but without the subject
of interest in the abstract.,
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Association of thoracic spine deformity and
cardiovascular disease in a mouse model for
Marfan syndrome
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University of S50 Paulo, Department of Morphological and Genefics, S30 Paulo, SP, Brazil, 4 Federal
University of S0 Paulo, Department of Surgery, 530 Paulo, SP, Brazil

* Ipereira@usp.br

Abstract

Aims

Cardiovascular manifestations are a major cause of mortality in Marfan syndrome (MFS).
Animal models thal mimic the syndrome and its clinical variability are instrumental for under-
standing the genesis and risk factors for cardiovascular disease in MFS. This study used
morphological and ultrastructural analysis to the understanding of the development of car-
diovascular phenalypes of the the mg/A**™* model for MFS.

Methods and results

We studied 6-month-old female mice of the 129/5v background, 6 wild type (WT) and 24
heterozygous animals from the mgA™**® model. Descending thoracic aortic aneurysm
and/or dissection (dTAAD) were identified in 75% of the MFS animals, defining two sub-
groups: MFS with (MFS*) and without (MFS) dTAAD. Both subgroups showed increased
fragmentation of elastic fibers, predominance of type | collagen surrounding the elastic fiber
and fragmentation of interlaminar fibers when compared to WT. However, only MFS animals
with spine lorluosily developed aortic aneurysm/disseclion. The aora of MFS"* animals
were more tortuous compared to those of MFS™ and WT mice, possibly causing perturba-
tions of the luminal blood flow. This was evidenced by the detection of diminished aorta-
blood flow in MFS*. Accordingly, only MFS" animals presented a process of concentric car-
diac hypertrophy and a significantly decreased ratio of left and right ventricle lumen area.

Conclusions

We show that mg/'* " model mimics the vascular disease observed in MFS patients.
Furthermore, the study indicates role of thoracic spine deformity in the development of aorla
diseases. We suggest that degradation of support structures of the aortic wall; deficiency in
the sustenance of the thoracic vertebrae; and their compression over the adjacent aorta

PLOS ONE | hitps:/fdol.org/10.1371 joumnal pone. 0224581

November 14, 2019 1711
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Abstract

Marfan syndrome (MES) s a connective tissue disease camsed by varanis in the FENT pene, Mevertheless, other genes
influcnce the manifestations of the discase, chamcierized by high clinical varability even within familics. We mapped
modifier lnci for candivvascalar and skeletal manifestations in the mpA™ ™ mouse model for MIFS and the synibenic koci in
the human penome, Corrobarating our findings, one of those loci was identified also as a0 modifier bocus in MES patienis,
Here, we investipale: the SN2 pene, located in this region, as o candidaie madifier gene for MES, 'We show a comelaiion
hetween Fhal and Hspe? expression in spinal cobumn and aora in non-isogenic mepA™ ™ mice, Morover, we show that
mice with severe phenotypes present bwer expression of flepe? than those mildly affected, Thas, we propose that HEPGT is
a strong candidale modifier pene for MES and its role in modulating discase severity should be investipated in paticnts,

Introduction

Marfan syndroms (MEFS—MIM# 1 54700) is an aobosomal
dominant disorder of the connective tissue with high clinical
variahility both between and within families [1]. [t is cased
by warianis im FEND pene cncoding fibelin-1, the major
component of microfibrils [2]. Microfibrls are present in
several lissoes, which makes MFS a pleiotropic discase
affecting mosily the ocolar, candiovascular and musco-

loskebeial sysiems [3).
Previous works have supgesied thal vanations in FRN]
cxpression caused by polymorphizsms in the pene could play

a robe as modificr of discase sevenity [4, 5], However, giving
the poor penolype—phenolype comelations and the large
intrafamilial clinical variability of the discase, recent works
focused on understanding how  variams in other gencs

influence MES phenotypes [6-8].

inifsrmcation The: caling version of this anticle (higaf
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The effiect of genetic hackpround on phenotypic varia-
hility in MIFFS was demsonstrated in mice by owr group [9).
We showed thal mpA™™™ mice in the 129y (129) o
penic background presented carlier spe of onset of the
direase when compared with those in the CS3TBLSG (BG)
backpround. Sobsequently, we identificd loc modolating
the phenotypic variahility in B&/129 mixed mpA™ ™™ mice
8], One locus on chromosoms 4 was ssocibed with
wanahility of the cardiovascular phenctype 8]

Ome of the candidate pencs we identificd in this region was
Figpe2, which encodes perlecan, a heparan-salfate proseosby-
can. YWarianis in flspe? arc ssociaied with Schwanz—Jampel
Syndroam: (SI51; MIME 255800), an suoiosomal pecessive
discane chamcterioed by skeleial manifesiations. Knockoot
mice for Hepe? presenied severe sheletal abnonmalifies and
diied arpand hinh doe w hean amest, showing that Flape? plays
& mole in the formation of the skeleial and cardiac sysiem | 10].
Intcrestingly, in our mapping stody the Flape? cos presenied
an almost sugpestive association with the skeletal phenotype,
indicating thal i may modalate both candiovascular and she-
letal phenotypes of MES [#].

Bipchemical studies show that perlecan ia also invalved
in maintenance of vascalar homeostasis by ils inberaction
with scwveral extraccllolar matrin  (BCM)  componenis,
incheding fibrillin-1 [11, 12]. This interaction is esseniial for
positioning fibilin-1 multimeres in the pericellular space
and, consequently, for the sssembly of microfibrils [ 12-14).

Given these findings, we propose thal flgpg? ia a sireng
candidatec midifier pene for MFS. Here, we used the MES
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