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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenga pediatrica letal que leva a fraqueza
e desgaste da musculatura estriada esquelética e cardiaca de forma progressiva, o que
frequentemente resulta em morte precoce por insuficiéncia cardiorrespiratoria, em torno dos
30 anos de idade. Os pacientes também enfrentam complica¢des hematoldgicas de alto risco,
como trombose, que pode levar a infartos cerebrais, € embolismo pulmonar. A predisposi¢do a
sangramentos sao frequentes, incluindo hematomas, hemorragias que persistem apos lesoes e
episodios de epistaxe, indicando defeitos hemostaticos primarios e secundarios. O
camundongo mdx ¢ um modelo comumente utilizado na pesquisa da DMD devido a
semelhanca na reproducdo e evolucao da doenca. Nosso estudo analisou o tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) e D-Dimero (DD), para
analisar o estado hemostatico no contexto da distrofinopatia em camundongos distréficos. Os
resultados indicaram uma piora significativa nos parametros hemostaticos (TP, TTPA e DD)
no grupo mdx em comparacdo ao controle, especialmente entre as fémeas distroficas,
sugerindo uma possivel influéncia hormonal. Estes achados refor¢am a necessidade de
ampliar a investigacdo sobre a progressao e os mecanismos de disfun¢cdo hemostatica na
DMD, visando contribuir para a literatura e apontar caminhos para abordagens terapéuticas

que possam mitigar as complicagdes vasculares associadas a esta doenca.
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INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenga neuromuscular rara ligada ao
cromossomo X que pertence a um grupo de doengas conhecidas como distrofinopatias. A
enfermidade ¢ causada por mutagcdes no gene DMD que levam a auséncia da distrofina ou a
defeitos estruturais desta proteina. A falta de distrofina funcional, por sua vez, prejudica a
estrutura e a fungdo das miofibras, que sdo essenciais para o crescimento fisioldgico do tecido
muscular. Devido a localizacdo do gene no cromossomo X, a DMD afeta predominantemente
criangas do sexo masculino, enquanto as mulheres sdo consideradas “healthy carriers”, sendo
assintomaticas na maioria das vezes. A DMD ¢ caracterizada por uma degeneragdo
progressiva dos musculos esqueléticos, com sintomas que se manifestam precocemente, por
volta dos 3 anos, causando perda de deambulacdo aos 13 anos de vida, seguida de
complicacdes cardiacas e disturbios respiratérios, incluindo a insuficiéncia cardiorrespiratoria
cronica, que ¢ a principal causa de morte do paciente distréfico. Na primeira fase da doencga, a
crianca apresenta dificuldade para correr, subir escadas, saltar, levantar-se do chdo, com
quadros de quedas frequentes e desenvolve uma marcha oscilante com “sinal de Gowers”
positivo (FORTUNATO e FERLINI, 2023). Com os avangos na Medicina e na Ciéncia, a
expectativa de vida dos pacientes com DMD aumentou até os quarenta anos, principalmente
devido ao desenvolvimento de diretrizes para o cuidado e gerenciamento da satide desses
individuos e também ao melhor tratamento da disfungdo cardiopulmonar que tem grande
impacto na sobrevida do portador de DMD (ANGULSKI et al, 2023).

Sendo uma enfermidade de fisiopatologia complexa, afetando diversas areas do corpo
humano - anatomicamente, neurologicamente ¢ at¢é mesmo cognitivamente (FOX et al, 2020)
-, distirbios na hemostasia sdo frequentemente citados pelos pacientes distroficos
(SCHORLING et al, 2020). Sintomas como tendéncia a sangramentos recorrentes, epistaxe,
defeitos hemostaticos primdrios e secundarios sdo notados pela Literatura, contudo, a
abordagem a esta linha de pesquisa costuma nao ser prioridade nos estudos acerca da DMD,
por mais importante que seja.

A hemostasia ¢ o processo de preservagdo da integridade vascular pelo balanco dos
processos fisioldgicos que mantém o sangue em um estado fluido sob circunstancias normais
e previne sangramento excessivo apos uma lesao vascular. A preservagdo da fluidez sanguinea
depende de um endotélio vascular intacto e uma série complexa de vias reguladoras que
mantém as plaquetas em um estado estavel para manter o sistema de coagula¢do quiescente

(ZAIDI e GREEN, 2022). Em contrapartida, a interrup¢do do sangramento requer a formagao
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rapida de tampdes hemostaticos no local da lesdo com a finalidade de prevenir o inicio de
uma hemorragia. Perturbacdes na coagulacdo podem levar a sangramentos desnecessarios -
em condi¢des na falha de interromper o vazamento vascular pela formagao defeituosa ou
quebra prematura de um tampao hemostatico - e at¢ mesmo trombose - quando o estimulo
pro-trombdtico estd desregulado, por exemplo (BONAR, LIPPI e FAVALORO, 2017).

Muitos fatores, genéticos ou adquiridos, podem contribuir para romper esse equilibrio
envolvente na hemostasia, levando aos estados hipercoagulabilidade ou hipercoagulabilidade.
Destarte, a hemostasia pode ser dividida em 3 etapas: hemostasia primaria, secundaria e
tercidria - ou fibrindlise (DAL MOLIN, 2018).

Na hemostasia primaria, apds a lesdo endotelial, ocorre a exposi¢do do coldgeno e
vasoconstricao reflexa. Plaquetas circulantes aderem ao colageno por meio do fator de von
Willebrand, liberado pelo endotélio em razao do estresse de cisalhamento. Essa adesao ocorre
por intermédio das glicoproteinas Ib (GPIb), também conhecida como CD42, e la-lla
localizadas, respectivamente, na superficie das plaquetas e do colageno. As plaquetas aderidas
ao colageno sdo ativadas, liberando secreg¢des dos contetidos granulares (adenosina difosfato,
prostaglandinas, tromboxano A2 e serotonina), ¢ sofrem altera¢do de sua estrutura, expondo
outra glicoproteina de membrana: GPIIb/Illa - responséavel pela agregacdo plaquetaria por
meio da sua ligagdo ao fibrinogénio: agregacdo plaqueta-plaqueta (Figura 1) (DAL MOLIN,
2018). As secregdes dos granulos plaquetdrios sdo responsaveis por maiores vasoconstrigoes,
adesdo, ativagdo e agregagao plaquetaria. Assim, forma-se o tampao plaquetario, responsavel
pelo controle do sangramento em poucos. Por fim, o tampdo plaquetirio tem atividade
pré-coagulante, por meio da exposicdo de fosfolipides pro-coagulantes e complexos
enzimaticos na superficie da plaqueta, o que resulta na inter-relagcdo entre ativagdo plaquetaria

e ativagdo da cascata de coagulagio (ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2004).



HEMOSTASIA PRIMARIA

Figura 1: Representacio do processo da hemostasia primaria. (1) Adesdo plaquetaria: As plaquetas aderem ao colageno
exposto da matriz subendotelial por meio do fator de von Willebrand (vWF), iniciando o processo de formagdo do tampdo
hemostatico. (2) Alteragdo de forma: Apods a adesdo, as plaquetas mudam de forma, passando de discos para estruturas mais
alongadas, o que aumenta a area de contato para interagdo. (3) Liberagdo de granulos: As plaquetas ativadas liberam granulos
contendo ADP, tromboxano A2 (TxA2) e outros mediadores, que amplificam o recrutamento de plaquetas. (4) Recrutamento:
Novas plaquetas sdo atraidas ao local da lesdo por mediadores liberados, promovendo maior adesdo e ativacdo. (5)
Agregacdo: As plaquetas aderidas se conectam umas as outras formando o tampao hemostatico primario, que age como uma

barreira inicial para conter a perda de sangue. Figura extraida de KUMAR; ABBAS; FAUSTO; ASTER, 2010.

As reagOes da cascata de coagulagdo configuram a hemostasia secundaria (Figura 2). Ela
consiste na ativacao sequencial de uma série de pro-enzimas ou precursores proteicos inativos
em enzimas ativas, resultando na formacao de fibras de fibrina que fortalecem o tampao
plaquetario. Ademais, a cascata de coagulagdo ¢ dividida em duas vias principais: a via
intrinseca (desencadeada por fatores de contato, de carga negativa, presentes no intravascular)

e a extrinseca (desencadeada pelo Fator Tecidual - FT), que confluem para uma via comum

(CHAPIN e HAJJAR, 2015).

HEMOSTASIA SECUNDARIA




Figura 2: Representagido do processo da hemostasia secundaria. (1) O fator tecidual é exposto e ativa a cascata de
coagulagdo.(2) As plaquetas ativadas liberam fosfolipidios que facilitam a formagdo de complexos enzimaticos. Isso leva a
geracdo de trombina (3), que converte o fibrinogénio em fibrina. (4) A fibrina se polimeriza, formando uma rede que
estabiliza o coagulo, resultando no tampao hemostatico secundario, essencial para conter o sangramento. Figura extraida de

KUMAR; ABBAS; FAUSTO; ASTER, 2010.

O mecanismo pelo qual a coagulacdo permite a hemostasia ¢ um processo complexo que
ocorre por meio de uma série de fatores de coagulacdo, que sdo produzidos pelo figado, com
exce¢do do fator VIII e o de von Willebrand, que sdo secretados pelo endotélio. A via
intrinseca consiste nos fatores I, II, IX, X, XI e XII. Respectivamente, cada um deles ¢
denominado fibrinogénio, protrombina, fator Christmas, fator Stuart-Prower, tromboplastina
plasmatica e fator Hageman (GROVER e MACKMAN, 2019). A via extrinseca consiste nos
fatores I, II, VII ¢ X. O fator VII ¢ chamado de fator estavel. A via comum consiste nos
fatores I, II, V, VIII ¢ X (MACKMAN, TILLEY e KEY, 2007). Os fatores circulam pela
corrente sanguinea como zimogénios € sdo ativados em serina proteases - atuantes como
catalisadores na finalidade de clivagem do proximo zimogénio em mais serina-proteases e,
por fim, ativar o fibrinogénio. As seguintes serino-proteases sdo: fatores II, VII, IX, X, XI e
XII. Nao sdo serino-proteases: fatores V, VIII e XIII. A via intrinseca ¢ ativada pelo colageno
endotelial exposto, e a via extrinseca ¢ ativada pelo fator tecidual liberado pelas células
endoteliais apds danos externos (CHAUDHRY et al, 2022).

A creatina quinase (CK) ¢ uma enzima que catalisa a fosforilagdo da creatina, sendo um
dimero que existe com uma grande atividade no musculo (CK-MM), coragao (CK-MB) e
cérebro (CK-BB) (WASHINGTON e HOOSIER, 2012). No musculo, sua quantificacao
plasmatica em niveis elevados estd relacionada ao dano continuo na miofibra. As lesdes
musculares liberam a enzima na corrente sanguinea e elevam seus niveis plasmaticos.
Ademais, as distrofias musculares sdo associadas a altos niveis de CK na circulagdo sanguinea
(KATIRJI, 2001). O dano muscular na DMD esta intimamente ligado a um processo
inflamatorio cronico. A auséncia de distrofina causa fragilidade na membrana das fibras
musculares, que se rompem com o0 uso cotidiano dos musculos. Este rompimento constante
resulta em infiltragao de células imunes, como macréfagos e linfocitos, que tentam reparar o
tecido afetado. No entanto, devido a incapacidade de regeneracdo muscular completa e a
destruicdo continua das fibras, esse recrutamento imune gera uma resposta inflamatoria
persistente, exacerbando o desgaste ao invés de resolver o dano (NITAHARA-KASAHARA,
TAKEDA ¢ OKADA, 2016).
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O camundongo mdx (X-linked muscular dystrophy) ¢ um modelo experimental amplamente
utilizado para o estudo da fisiopatologia da DMD e testagem de novas estratégias terapéuticas
em potencial (MANNING e O’MALLEY, 2015). Seu uso foi descoberto no inicio dos anos
80, onde uma colonia de camundongos C57B1/10ScSn foi identificada com um aumento no
nivel de creatina quinase (CK) no sangue, indicando dano muscular. Mais tarde, a linhagem
foi descoberta com uma mutacio nonsense (transicdo C — T) no exon 23 do gene Dmd -
levando a auséncia da distrofina. A mutagdo recessiva ligada ao cromossomo X no gene da
distrofina assemelha-se ao observado em meninos com DMD. Como resultado, o
camundongo carece da proteina. Ademais, o mdx também apresenta pseudo-hipertrofia de
certos musculos, grande variabilidade no tamanho das fibras musculares, fibrose ¢ infiltragdes
gordurosas, assim como maior suscetibilidade a lesdes (ZAYNITDINOVA et al, 2021). Os
sinais caracteristicos da distrofia, tais como a degeneragdo seguida da regeneracdo, podem ser
observados a partir da segunda quinzena dos camundongos ap6s o nascimento. Destarte, entre
o primeiro até o terceiro més no ciclo de vida do mdx, encontram-se sinais tipicos do pico da
necrose, que ¢ reduzido no quarto més (TANABE, ESAKI e NOMURA, 1986)

Os camundongos também podem ser amplamente utilizados no estudo da hemostasia e
anormalidades na coagulacdo devido ao seu sistema hemostdtico ser similar ao humano.
Assim, o genoma murino pode ser facilmente manipulado com a finalidade de criar modelos
de distarbios hereditarios da coagulagdo humana (MOHAMMED, MONROE e GAILANI
2020).  Entretanto, ainda existem importantes diferencas fisiologicas, anatomicas e
bioquimicas entre camundongos e seres humanos que devem ser consideradas ao utilizar
camundongos como substitutos clinicos nos estudos da hemostasia. A diferenga de tamanho
de trés ordens de magnitude resulta em grandes diferencas nas forcas mecanicas exercidas
sobre os tecidos de camundongos quando comparado a humanos, por exemplo. Ha também
maior propensdo dos seres humanos com hemofilia (deficiéncia de fator VIII ou fator IX) a
sangrar nas articulacdes (hemartrose) do que os camundongos com deficiéncia dos mesmos
fatores, o que €, pelo menos em parte, explicada pelas diferentes magnitudes de forca
exercidas nos tecidos de bipedes de 70 kg e quadripedes de 0,025 kg, por exemplo
(CARCAO et al, 2018). Destarte, o plasma de ambos humanos e camundongos possuem
componentes similares dos fatores de coagulagdo e proteinas reguladoras, entretanto, mas
devem ser utilizados com cautela para a nao interferéncia e tendenciosidade em seu resultado.

Os testes de hemostasia constituem uma abordagem central na investigagdo da
funcionalidade do sistema de coagulagdo sanguinea, possibilitando a identificacdo de

desordens em componentes criticos, como a formagdo do coagulo, sua estabilidade e a
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capacidade de dissolu¢do no organismo. Esses testes, amplamente empregados em cendrios
clinicos e experimentais, fornecem uma visdo abrangente dos mecanismos hemostaticos,
abordando tanto os fatores de coagulacdo quanto os processos fibrinoliticos (FAVALORO et
al, 2023). Podem ser uteis em disturbios e patologias, como a DMD, em que disturbios
hemostaticos podem influenciar a progressdo da doenca. Essa avaliacdo permite uma analise
detalhada das alteragdes no equilibrio entre coagulagdo e fibrindlise, contribuindo para
diagnosticos € monitoramentos precisos.

O tempo de protrombina (TP) ¢ uma medida da integridade das vias extrinsecas e comum da
cascata pré coagulante. O TP representa o tempo, em segundos, para o plasma do paciente
coagular apds a adi¢do de célcio e o ativador da via extrinseca (tromboplastina). Ademais,
deficiéncias ou inibidores dos fatores de coagulagdo nas vias extrinseca € comum resultam na
prolongacdo do tempo de protrombina e o monitoramento do anticoagulante varfarina ¢ a
indicagdo mais comum para o TP ja que o mesmo ¢ sensivel aos fatores de coagulacdo
afetados pela varfarina (HOFFBRAND e MOSS, 2016). Entretanto, o calculo por segundos
da formagdo de rede de fibrina formada na reagao pode variar por laboratorios devido a
diferenca na coleta de amostras - como marca de tubo ou anticoagulante exposto, por exemplo
-, trazendo um resultado imparcial para o paciente. A fim de um resultado confiavel,
introduziu-se o célculo da Razdo Normalizada Internacional (RNI) que ¢ uma conversao
matematica do tempo de protrombina que considera a sensibilidade da tromboplastina usada
no laboratorio pela fatoragdo do valor do Indice de Sensibilidade Internacional (ISI)
informado pelo fabricante.

O D-dimero (DD) ¢ um produto de degradacdo soluvel derivado da plasmina da fibrina
reticulada (WEITZ, FREDENBURGH e EIKELBOOM, 2017). A geracdo de D-dimero
requer a atividade sequencial de trés enzimas: trombina, fator XIII ativado (fator XIlIla) e
plasmina. O processo comec¢a quando a trombina gerada pelo sistema de coagulacdo converte
o fibrinogénio soltivel em mondmeros de fibrina. Cada molécula de fibrinogénio ¢ um dimero
simétrico composto por 3 pares de 3 cadeias polipeptidicas entrelagadas, denominadas a, 3 €
v, que se estendem lateralmente a partir de um nucleo central. As cadeias sdo mantidas juntas
por ligagdes dissulfeto, de modo que as moléculas de fibrinogénio consistem em um dominio

E central ligado por regides de bobina enrolada a dois dominios D periféricos.

Tempo de Protrombina
Tempo de Protrombina Pool "Normal"

ISI
RNI = ( ) , em que
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ISI = 1,0 a 1,3 (Siemens Healthineers, Munique, Alemanha)

Os distarbios hemostaticos podem ter um papel importante na progressao da DMD, uma vez
que o comprometimento muscular caracteristico dessa doenga ¢ frequentemente acompanhado
por alteragdes vasculares e inflamatdrias (SAITO et al, 2005), que impactam diretamente a
coagula¢do. No modelo mdx, amplamente utilizado para estudar os mecanismos da DMD,
testes especificos de coagulacdo, como TP, TTPA e o DD, sdo essenciais para investigar a
presenca de anomalias na hemostasia e monitorar o equilibrio entre coagulagdo e fibrindlise.
Esses exames sdo particularmente relevantes para detectar desequilibrios na via extrinseca,
comum e na formagio de trombos (GUERRERO ¢ LOPEZ, 2015), contribuindo para uma
compreensdo mais profunda dos mecanismos de progressao da doenga e, potencialmente, para
o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas que possam mitigar o impacto dos disturbios

hemostaticos em pacientes com DMD.

METODOLOGIA

Animais:

Foram utilizados camundongos machos e fémeas das linhagens C57BL/10ScCr/PasUnib e
C57BL/10-Dmd™®/PasUnib, obtidos a partir do acasalamento de animais mantidos no
Biotério do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. As matrizes sdo oriundas do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB), UNICAMP. Apds o nascimento, os
filhotes permaneceram com a fémea até o 30° dia de vida pods-natal. Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos em rack ventilada (AL21, Alesco, SP, Brasil) sob
condigdes ambientais controladas (12 horas de ciclo claro/escuro) com ragdo e agua ad
libitum. Todos os experimentos foram realizados em acordo com as diretrizes para
experimentagio animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-IBB/UNESP,
Protocolo n°® 1095, anexo 1). No anexo, atesta-se a vigéncia do protocolo com sua data limite
em 2018, entretanto, confirma-se sua validagdo ja que o material ja havia sido coletado para
outros projetos concomitantes e estd sob cuidados do nosso laboratorio para prosseguimento

dos nossos experimentos.

Grupos experimentais:
Grupo controle: Composto por animais da linhagem C57BL/10ScCr/PasUnib de ambos os
sexos, com idade de 30 dias (n=4) e 6 meses (n=4). Grupo utilizado para comparac¢do por nao

passar pelos ciclos de degeneragdo e regeneragdo muscular.
13



Grupo mdx: Composto por animais da linhagem C57BL/10-Dmd™*/PasUnib de ambos os
sexos, com idade de 30 dias (n=4) e 6 meses (n=4). Grupo utilizado para observar os ciclos de

degeneracao e regeneragdo muscular e outros efeitos da auséncia da distrofina.

Coleta de sangue

Apoés eutanasia, foi feita a laparotomia, afastamento das visceras abdominais e exposi¢do da
veia cava caudal. O sangue foi coletado via puncao da veia cava caudal e armazenada em tubo
para coleta a vacuo azul com anticoagulante citrato de so6dio para a analise hemostatica e
seringa heparinizada para andlise de creatina quinase (CK). Em seguida, o sangue foi
centrifugado durante 10 minutos a 3000 RPM para a separagdo das fragcdes do sangue. O
plasma apos ser pipetado, foi armazenado em microtubos e conservado em Biofreezer a -70°C

para analise posterior.

Testes de Coagulacao:

TP, TTPA e DD foram determinados através do equipamento Sysmex CS-2500 (Siemens,
Munique, Alemanha) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para realizar as analises,
uma série de cuvettes foi inserida no aparelho (Sysmex, Siemens, Toquio, Japao). Todos os
reagentes foram colocados e medidos de acordo com as instrugdes do fabricante. Assim que
todos os reagentes e amostras foram adicionadas as cuvettes, a reagdo foi iniciada. A
determinagdo do TP parou automaticamente diante da formacao de coagulo.

Além da analise individual de cada amostra, um pool para maior assertividade no experimento
também foi executado através do restante de plasma obtido apds passagem das amostras no

equipamento.

Analise estatistica

O valor de RNI, ISI e resultados de TP, TTPA e DD foram obtidos através da programagao ja
usual do equipamento Sysmex CS-2500 (Siemens, Munique, Alemanha) a partir de sua
automatizacao rotineira e banco de dados do fabricante.

A andlise estatistica foi realizada através do test-t de Student (p < 0,05) para observacgao das

médias e desvio padrao entre os grupos mdx e controle.

Analise histologica
As laminas foram imersas em solu¢do de hematoxilina de Harris por 1 minuto e 40 segundos,

lavadas em agua corrente por 5 minutos e imersas em solugdo de Ponceau por 1 minuto e 40
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segundos. Foram passadas em 4cido fosfomolibdico e posteriormente deixadas por 2 minutos
imersas em solucao de Verde Luz (Light Green). Por fim, as laminas foram passadas 3 vezes
em solu¢do de acido acético 1%. Para quantificagdo das areas de inflamacao e de fibras
musculares com nucleo periférico e central, utilizamos a coloragao por hematoxilina e eosina.
As laminas haviam sido imersas em solu¢do de hematoxilina de Harris por 1 minuto e 40
segundos em temperatura ambiente, lavadas em agua corrente por 10 min, imersas em solu¢ao
de eosina por 40 segundos, com excesso de eosina retirado em agua corrente. As laminas

entdo foram desidratadas em sequéncia de alcool e xilol e montadas com Entellan (Merck).

OBJETIVOS

Estudar as alteracdes hemostaticas através da identificacdo e comparacao dos parametros de
coagulacilo em camundongos das linhagens C57BL/10-Dmdmdx/pasUnib e
C57BL/10ScCr/PasUnib.

Objetivos especificos:
e Avaliar pardmetros hemostaticos especificos, como tempo de protrombina (TP), tempo
de tromboplastina ativada (TTPA) e niveis de D-dimero, em camundongos mdx e
controle.
e Utilizar o0 modelo murino mdx para o estudo das alteragdes hemostaticas em DMD,
considerando semelhancas e diferencas entre os sistemas hemostaticos de

camundongos e humanos distroficos comparado a um controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Ao verificar os parametros de TP e DD verificou-se uma piora no animal distrofico quando
comparado a um controle (Tabela 1). Adicionalmente, foi observada uma piora em
camundongas fémeas na quantificagdo do D-dimero quando comparadas ao sexo masculino
dos animais distroficos (Tabela 2).

Ademais, comparando os grupos controle e o distrofico, hd um aumento significativo de CK
nos mdx jovens (jovens p=0,015, Tabela 3). Isto corrobora com nossa histologia, uma vez que
a presenca exacerbada de CK no mdx sinaliza niveis altos de dano muscular que podem ser

comprovados pela menor porcentagem de fibras com nucleos periféricos no musculo
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diafragma, indicando maior degeneracdo muscular, e substitui¢cao das fibras por inflamacao
no musculo diafragma (DIA) (Figura 3b). O DIA do mdx ¢ o musculo que mais se assemelha
ao distrofico humano e o mais severamente afetado devido a sua constante carga de trabalho,
sendo assim, ¢ um instrumento interessante para a visualizacdo do dano muscular que ocorre
na distrofinopatia. Na DMD, com a auséncia da distrofina, as fibras musculares ficam
suscetiveis a lesdes repetitivas, o que desencadeia processos inflamatoérios cronicos (REID e
ALEXANDER, 2021). Assim, a inflamagao prolongada pode induzir alteragdes no sistema
hemostatico, resultando em disfungdes na coagulacdo (STARK e MASSBERG, 2021), como
as observadas nos parametros elevados de TP, TTPa e DD encontrados em nosso estudo. O
aumento desses pardmetros nos animais distroficos indica uma predisposicdo a estados
pro-coagulantes e pro-tromboticos, sugerindo que o organismo estd em constante tentativa de
reparo, levando a um maior consumo de fatores de coagulacdo. Além disso, o estresse
oxidativo e a presenca de citocinas pré-inflamatorias, comuns em tecidos distroficos (PAEPE
e BLEECKER, 2013), podem afetar diretamente o endotélio e aumentar a liberagao de fatores
pro-coagulantes, intensificando ainda mais os desequilibrios hemostaticos nesses animais e do

paciente humano.

Grupo/linhagem | TP (segundos) TP (RNI) TTPA (segundos) | DD (ng/mL)
Controle 11,6 £ 0,31 1,02+ 0,10 28,7+ 1,36 400 + 23,99
mdx 13,2* £ 0,45 1,25*+ 0,10 31,9+2,82 650"+ 11,65

Tabela 1: Andlise dos pardmetros de coagulagdo tempo de protrombina em segundos (TP), valor do RNI (RNI) tempo de
tromboplastina parcial ativada em segundos (TTPA) e D-dimero (DD). Média + desvio padrdo da quantidade encontrada no

plasma das amostras por grupo. (a) Diferenca significativa (p < 0,05) comparada ao grupo controle

Grupo mdx/sexo | TP (segundos) TP (RNI) TTPA (segundos) | DD (ng/mL)
Machos 13,2+0,45 1,25 +0,10 31,9+2,82 650+ 11,65
Fémeas 13,8 0,50 1,30 £0,12 31,7+ 3,00 700° £ 15,00

Tabela 2: Analise dos pardmetros de coagula¢do tempo de protrombina em segundos (TP), valor do RNI (RNI) tempo de

tromboplastina parcial ativada em segundos (TTPA) e D-dimero (DD). Média + desvio padrdo da quantidade encontrada no

plasma das amostras por grupo. (b) Diferenca significativa (p < 0,05) comparada ao grupo mdx de machos
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Grupo/linhagem CK (U/L)

Controle 28,96 £ 9,84

mdx 921,48" + 588,18

Tabela 3: Quantificagdo de CK (U/L) nos grupos controle e mdx jovens. Média + desvio padrdo. (a) Diferenca significativa (p

<0,05) entre o grupo controle e mdx.
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Figura 3: Histologia dos grupos jovens DIA mdx (A) e controle (B). Area de inflamagio (*), fibras com niicleo central

(cabega de seta) e nticleo periférico (seta). Escala: 20 pm. Coloragdo de Tricromio de Masson.

Ademais, a piora nos parametros de coagulacdo em camundongas fémeas comparadas aos
machos distroficos pode estar associada a fatores hormonais e ao papel dos estrogénios, que
influenciam o sistema hemostatico (BARCELLONA, GRANDONE E MARONGIU, 2024).
Os hormonios femininos, especialmente os estrogénios, tendem a aumentar o risco de eventos
tromboticos, favorecendo a ativacao da cascata de coagulagdo. Os estrogénios favorecem a
ativacdo da cascata de coagulacdo ao promoverem uma elevacdo na sintese hepatica de
diversos fatores de coagulacdo, como o fator VII, o fibrinogénio e o fator X. Além disso, eles
diminuem a atividade da antitrombina e da proteina C, importantes reguladores
anticoagulantes naturais, criando um desequilibrio que favorece um estado pro-coagulante.
Esse efeito ¢ mais evidente durante periodos de aumento hormonal, como a gravidez e o uso
de contraceptivos orais, quando os niveis de estrogénios sdo elevados (GIALERAKI et al,
2017). Sobretudo, o impacto dos estrogénios na hemostasia, especialmente em condigdes de
risco como na DMD, pode acentuar o desequilibrio hemostatico, aumentando a predisposi¢ao
a complicagdes tromboticas. Contudo, essa predisposicdo pode ser acentuada pela
combinagdo do estado inflamatério cronico e pela disfuncdo endotelial associada a DMD,
intensificando os niveis dos marcadores de coagulagdo. Outra possivel explicacdo para essa
diferenca de sexo pode estar na resposta imunoldgica. As fémeas tendem a apresentar uma
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resposta inflamatoria mais intensa em condi¢cdes de estresse cronico, resultando em maior
desregulacdo dos mecanismos hemostaticos ¢ agravando ainda mais os parametros de TP,

TTPa e DD (MARTINS et al, 2023; GONTIO et al, 2023).
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CONCLUSAO

O estudo investigou o impacto dos disturbios hemostaticos em camundongos mdx,
modelo animal para a Distrofia Muscular de Duchenne, comparando-os a um grupo controle.
Observamos que os parametros hemostaticos de Tempo de protrombina ¢ D-dimero foram
significativamente mais comprometidos no animal distrofico, refor¢cando a existéncia de uma
disfuncdo na coagulacdo em individuos com DMD. Além disso, ao analisar os dados
segregados por sexo, evidenciamos uma piora mais acentuada nos parametro hemostatico do
D-dimero das fémeas mdx em comparacdo com os machos, o que sugere a influéncia de

fatores hormonais sobre a progressao desses disturbios.

Estudos futuros sdo necessarios para visualizar a concentragdo na progressao dos
disturbios hemostaticos ao longo da vida, incluindo camundongos mdx de diferentes faixas
etarias, para compreender melhor se a idade pode contribuir para o agravamento dos
problemas hemostaticos. Ademais, ¢ essencial expandir o nimero de amostras e realizar
investigacdoes mais detalhadas focadas em fémeas mdx, padronizando idades e condigdes
experimentais para explorar com maior precisao a influéncia hormonal . Essa continuidade no
estudo ¢ fundamental para delinear estratégias terapéuticas que possam atuar na preservagao
da funcao hemostatica e na melhora da qualidade de vida de pacientes com DMD, que ndo ¢

amplamente discutida dentro da distrofinopatia.
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Anexo 1: Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA - IBB/Unesp)

\/
My UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes " 40LI0 DE MESQUITA FILHO" o
Campus de Botucatu ¥

Certificado

uto de Bit
de Botucatu - Unesp

Certificamos que o projeto intitulado “MECANISMOS DE
PROTECAO E PROGRESSAO DA DISTROFIA MUSCULAR: ESTUDO
METABOLOMICO EM CAMUNDONGOS MDX?”, Protocolo n® 1095-
CEUA, sob a responsabilidade de Cintia Yuri Matsumura, que
envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 9 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
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), nesta data.

Finalidade: ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do Projeto:  Infcio: 1/7/2018 ' Término: 30/4/2021

Bspieie/linhagems: Camundongo ‘C57BL/10ScCr,/PasUnib e C57BL/10-
Dmdmdx/PasUnib

N° de animais: i 20

Peso: 1 10-30g Idade: 30-180 dias

Sexo: | Macho e fe‘méd

Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB)da
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Botucatu, 15 de junho de 2018,
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Tel 14 3880 0851 fax 14 3815 3744 e-mail: secdta@ibbh.unesp.br
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