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RESUMO 

 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) consiste em uma patologia neuromuscular de 

origem genética relacionada ao cromossomo sexual X, para o estudo são utilizados diversos 

modelos experimentais, sendo o camundongo mdx o mais frequente. A DMD afeta inicialmente 

os músculos envolvidos na locomoção, e posteriormente comprometimentos 

cardiorrespiratórios e associados à deglutição alimentar. Recentes descobertas proporcionam a 

elevação da expectativa de vida e, por conta disso, aumento de alterações tardias. Portanto, o 

objetivo do estudo foi caracterizar aspectos da junção neuromuscular (JNM) do m. 

gastrocnêmio e língua, bem como identificar os telócitos associados à JNM. Foram utilizados 

46 camundongos (WT = 23 e mdx = 23) machos de 6 meses de idade. Estes foram eutanasiados, 

e coletou-se a língua e o m. gastrocnêmio. Estas amostras foram direcionadas para as técnicas 

de microscopia de luz para a análise estrutural através das colorações de hematoxilina e eosina 

e picrosirius red, imunofluorescência a partir dos anticorpos primários α-Bungarotoxina (região 

pós-sináptica), bassoon (região pré-sináptica), S-100-β (células perissinápticas de Schwann), 

CD34 (telócitos) e PAX7 (células satélites) para a identificação molecular, microscopia 

eletrônica de transmissão para caracterização ultraestrutural, e western blot para a 

quantificação proteica de distrofina, S-100-β, CD34, PAX7, TGFβ e PDGFR-α. Foram 

encontradas alterações significativas nas massas dos animais e m. gastrocnêmio. A análise por 

microscopia de luz revelou o processo degenerativo no m. gastrocnêmio com a presença de 

fibrose tecidual e aumento da intensidade de deposição de colágeno, além da localização 

periférica dos núcleos das fibras dos animais saudáveis. Na língua, sob a microscopia de luz, 

foram evidenciadas regiões de fibrose no tecido muscular, alterações na espessura epitelial e 

lâmina própria, enquanto a área glandular apresentou estabilidade entre grupos. A técnica de 

imunofluorescência revelou alterações nas JNMs, para o m. gastrocnêmio, houve alterações no 

perímetro corado e total, bem como na dispersão das regiões pré- e pós-sinápticas. A língua foi 

dividida em rostral e caudal, caracterizada pela heterogeneidade das regiões, apresentou 

aumento expressivo do perímetro corado e total na região pré-sináptica da região caudal, e 

diminuição da área total e corada da região pós-sináptica de ambas as regiões da língua. 

Associadas a JNM, foram identificadas células perissinápticas de Schwann, que recobrem 

parcialmente a região pós-sináptica no m. gastrocnêmio para ambos os grupos e totalmente na 

língua na língua apenas para o WT. Os telócitos foram identificados recobrindo a região pós-

sináptica em ambos tecidos analisados para o grupo WT, enquanto para o mdx apresentaram 

um recobrimento parcial. Houve aumento da quantidade de núcleos sob a região pós-sináptica 

no grupo mdx para o m. gastrocnêmio, enquanto a língua foi caracterizada pela estabilidade na 

quantidade entre os grupos. A caracterização ultraestrutural revelou o desalinhamento dos 

sarcômeros, deposição de tecido conjuntivo intramuscular e núcleos centralizados nas fibras 

no m. gastrocnêmio, enquanto a língua apresentou alterações musculares com telócitos nas 

adjacências das fibras musculares e nervosas, e caracterização da mucosa lingual tendo as 

camadas epiteliais evidenciadas e a lâmina própria com telócitos organizados próximos à 

camada basal do epitélio. A caracterização molecular revelou ausência de distrofina nas 

amostras de mdx, e alterações entre as regiões da língua, com maior destaque para a diminuição 

da concentração das proteínas CD34 e PAX7 no grupo mdx para a região rostral da língua. 

Concluímos que a JNM apresenta os telócitos em sua composição como um elemento celular, 

e as regiões pré- e pós-sináptica apresentam alterações em decorrência da distrofia muscular, 

tanto no m. gastrocnêmio, quanto para a língua. Também foram evidenciadas modificações nas 

características musculares dos tecidos analisados, o que era esperado para o m. gastrocnêmio. 

 

Palavras-chave: Camundongos mdx; Imunofluorescência; Microscopia eletrônica de 

Transmissão; Morfologia. 



 

ABSTRACT 

 

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a neuromuscular pathology of genetic origin related 

to the X sex chromosome. Various experimental models are used for study, with the mdx mouse 

being the most frequent. DMD initially affects muscles involved in locomotion, and later 

cardiorespiratory problems and problems associated with swallowing food arise. Recent 

discoveries indicate an increase in life expectancy and, consequently, an increase in late-onset 

alterations. Therefore, the objective of this study was to characterize aspects of the 

neuromuscular junction (NMJ) of the gastrocnemius muscle and tongue, as well as to identify 

the telocytes associated with the NMJ. Forty-six male mice (WT = 23 and mdx = 23) aged 6 

months were used. These were euthanized, and the tongue and gastrocnemius muscle were 

collected. These samples were subjected to light microscopy techniques for structural analysis 

using hematoxylin and eosin and picrosirius red staining; immunofluorescence using the 

primary antibodies α-Bungarotoxin (post-synaptic region), Bassoon (presynaptic region), S-

100-β (perisynaptic Schwann cells), CD34 (telocytes), and PAX7 (satellite cells) for molecular 

identification; transmission electron microscopy for ultrastructural characterization; and 

western blot for protein quantification of dystrophin, S-100-β, CD34, PAX7, TGF-β, and 

PDGFR-α. Significant alterations were found in the animal masses and gastrocnemius muscle. 

Under light microscopy analysis, a degenerative process was revealed in the gastrocnemius 

muscle. The gastrocnemius muscle showed tissue fibrosis and increased collagen deposition, 

as well as a peripheral location of the fiber nuclei in healthy animals. In the tongue, light 

microscopy revealed areas of fibrosis in the muscle tissue, alterations in epithelial thickness 

and lamina propria, while the glandular area showed stability between groups. 

Immunofluorescence revealed alterations in the neuromuscular junctions (NMJs); for the 

gastrocnemius muscle, there were changes in the stained and total perimeter, as well as in the 

dispersion of the pre- and post-synaptic regions. The tongue was divided into rostral and caudal 

sections, characterized by the heterogeneity of the regions, showing a significant increase in 

the stained and total perimeter in the pre-synaptic region of the caudal section, and a decrease 

in the total and stained area of the post-synaptic region of both tongue regions. Associated with 

NMJs, perisynaptic Schwann cells were identified, partially covering the post-synaptic region 

in the gastrocnemius muscle. The gastrocnemius muscle was found in both groups, and entirely 

in the tongue only in the WT group. Telocytes were identified covering the postsynaptic region 

in both tissues analyzed for the WT group, while for the mdx group they showed partial 

coverage. There was an increase in the number of nuclei under the postsynaptic region in the 

mdx group for the gastrocnemius muscle, while the tongue was characterized by stability in 

quantity between the groups. Under the ultrastructural characterization, we revealed 

misalignment of sarcomeres, deposition of intramuscular connective tissue, and nuclei 

centralized in the fibers in the gastrocnemius muscle, while the tongue showed muscular 

alterations with telocytes in the vicinity of muscle and nerve fibers, and characterization of the 

lingual mucosa with the epithelial layers evidenced and the lamina propria with telocytes 

organized close to the basal layer of the epithelium. Molecular characterization revealed an 

absence of dystrophin in the mdx samples, and alterations between tongue regions, most 

notably a decrease in the concentration of CD34 and PAX7 proteins in the mdx group in the 

rostral region of the tongue. We conclude that the NMJ presents telocytes as a cellular element 

in its composition, and the pre- and post-synaptic regions show alterations due to muscular 

dystrophy, both in the gastrocnemius muscle and in the tongue. Modifications in the muscular 

characteristics of the analyzed tissues were also evidenced, which was expected for the 

gastrocnemius muscle. 

 

Keywords: Mdx mice; Immunofluorescence; Transmission electron microscopy; Morphology. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma patologia neuromuscular de herança 

genética ligada ao cromossomo X e, em decorrência dessa característica, afeta 

majoritariamente indivíduos com genótipo XY (Hoffman et al., 1987). Essa alteração promove 

uma modificação no complexo distrofina-glicoproteínas, que conecta o sarcolema da fibra 

muscular à matriz extracelular e, consequentemente, desencadeia um processo de degeneração-

regeneração do tecido muscular (Allen et al., 2016). A patologia é caracterizada por um quadro 

clínico bastante complexo que envolve nos primeiros anos da infância a perda da capacidade 

de deambulação, dificuldades na deglutição, e em fases tardias problemas cardiorrespiratórios 

(van den Engel-Hoek et al., 2016). 

Durante a primeira infância, a pessoa afetada pela DMD apresenta características 

miopáticas, ou seja, tanto a marcha quanto o levantar-se apresentam sinais de enfraquecimento 

dos músculos da pelve e dos membros inferiores (Allen et al., 2016). Com o desenvolvimento, 

no período da pré-adolescência e da adolescência, a locomoção passa a ser bastante 

comprometida e, por consequência, há necessidade do uso de cadeiras de rodas (Emery; 

Muntoni; Quinlivan, 2015). A DMD também afeta os músculos relacionados à mastigação e à 

deglutição alimentar, o que, em estágios mais avançados, pode levar ao desenvolvimento de 

disfagia, ou seja, à dificuldade de o bolo alimentar chegar ao estômago (Willig et al., 1994; van 

den Engel-Hoek et al., 2016). 

Em fase adulta, a expectativa de vida é reduzida devido à alterações cardiorrespiratórias; 

entretanto, esse quadro mudou nas últimas décadas, com a introdução do suporte respiratório 

mecânico e de outras formas de intervenção (Landfeldt et al., 2020). Devido ao aumento da 

expectativa de vida, também houve aumento na frequência de repercussões mais tardias da 

patologia (Emery; Muntoni; Quinlivan, 2015). 

Para o estudo da DMD, são utilizadas diversas abordagens, as práticas terapêuticas em 

fases pré-clínicas e a compreensão da patologia são inicialmente realizadas em modelos 

experimentais (Vainzof et al., 2008; Nakamura et al., 2014; Morgan; Partridge, 2020). Dentre 

estes, o mais consolidado é o camundongo mdx (muscular dystrophy linked to X chromosome 

– distrofia muscular ligada ao cromossomo X), uma linhagem isogênica de camundongos, ou 

seja, formada por cruzamentos endogâmicos (Bulfield et al., 1984; Santos, 2002). 

No modelo experimental de DMD, as alterações neuromusculares são caracterizadas, 

com especial atenção ao m. diafragma e m. gastrocnêmio, por diferentes razões: o primeiro, 

devido à sua importância respiratória; e o segundo, por estar relacionado à locomoção (Muller 
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et al., 2001). Enquanto os músculos relacionados à mastigação, à manipulação dos alimentos 

na cavidade oral e à deglutição também são objeto de análise na literatura, ainda que com menor 

aprofundamento, a exemplo do m. masseter, m. temporal e dos mm. da língua (Spassov et al., 

2010). A língua destaca-se por apresentar um perfil heterogêneo, com características em 

diferentes idades e fases do processo distrófico (Chamberlain et al., 2007; Kunert-Keil et al., 

2014; Tomiate et al., 2022; Lorena et al., 2023). 

As características neurais afetadas na DMD também estão presentes nos modelos 

experimentais, a exemplo disso, são as alterações descritas na junção neuromuscular (JNM) de 

camundongos mdx (Pratt et al., 2015a). Em decorrência da ausência de distrofina, a região do 

sarcolema em contato com o terminal axonal perde a integridade, apresentando conformações 

estruturais aberrantes (Kong; Anderson, 1999). 

Classicamente, a JNM é descrita como uma sinapse tripartite, constituída pelo terminal 

do axônio motor, pela placa motora da fibra muscular e pelas células de Schwann 

perissinápticas (Deschenes, 2019). Contudo, a complexidade deste microambiente tem sido 

ampliada; Court et al. (2008), por exemplo, identificaram um componente celular adicional na 

JNM por meio de imunofluorescência positiva para o anticorpo anti-CD34. Notavelmente, este 

mesmo marcador é utilizado para identificar os telócitos, células intersticiais encontradas em 

diversos tecidos, caracterizadas morfologicamente por seus longos prolongamentos (Crețoiu; 

Popescu, 2014; Crețoiu et al., 2016; Rosa et al., 2019; Zheng et al., 2024). 

Diante desse cenário, a hipótese do presente estudo postula que a JNM da língua 

apresente alterações morfológicas decorrentes da distrofia semelhantes às observadas em 

músculos amplamente descritos na literatura, a exemplo do m. gastrocnêmio. Além disso, 

hipotetiza-se que os telócitos compõem a arquitetura da JNM, atuando como elementos 

celulares neste microambiente sináptico. 
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7. CONCLUSÃO 

 

As alterações morfométricas do remodelamento das junções neuromusculares no 

músculo gastrocnêmio e na língua do modelo experimental da Distrofia Muscular de Duchenne 

apresentou como o nicho neuromuscular é afetado aos 6 meses de idade de maneira heterogênea 

e tecido-específica. A deficiência de distrofina levou a alterações morfoquantitativas drásticas 

nas regiões pré- e pós-sinápticas. Evidenciou-se a perda da conformação contínua saudável dos 

receptores de acetilcolina, o que resultou em um padrão fragmentado e aglomerado. Além disso, 

observou-se uma alteração na sobreposição de núcleos celulares na região pós-sináptica, 

indicando que a instabilidade do sarcolema se reflete diretamente na desorganização do 

microambiente sináptico no m. gastrocnêmio, enquanto a língua apresentou estabilidade na 

quantidade de núcleos no contexto saudável e distrófico. 

Na composição celular da junção neuromuscular, observaram-se as células 

perissinápticas de Schwann parcialmente sobrepostas ao m. gastrocnêmio em ambos os grupos, 

e da língua apresentaram-se encapsulados apenas no grupo WT. A presença de telócitos indicou 

recobrimento total na região em ambos os grupos. As avaliações ultraestruturais e 

morfométricas confirmaram que estas células se posicionam externamente à lâmina basal, 

estabelecendo íntima proximidade com as fibras musculares por meio de seus longos 

prolongamentos. 

A quantificação proteica revelou alterações na região rostral da língua, em relação às 

células satélites, e um declínio da atividade da rede de telócitos, o que caracteriza a 

heterogeneidade na forma como a língua é afetada no processo distrófico.  

A partir de análises histológicas e ultraestruturais, confirmou-se que o m. gastrocnêmio 

distrófico exibe deposição de tecido conjuntivo intramuscular e extensa área de fibrose tecidual. 

A língua também foi caracterizada pela presença de fibrose muscular, ainda que em menor 

extensão, e demonstrou respostas morfológicas na mucosa regionalmente distintas, 

caracterizadas pelo espessamento do epitélio e da lâmina própria; as glândulas da submucosa 

não apresentaram alterações morfométricas significativas. Em conjunto, os dados atestam que 

o remodelamento impulsionado pela DMD afeta não apenas a fibra muscular, mas também 

compromete integralmente o nicho neuromuscular. 
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