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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) consiste em uma patologia ligada ao cromossomo
X que acomete humanos e caracteriza-se por ciclo de degeneracdo e regeneragéo das fibras
musculares, ocasionando na deposicao de tecido conjuntivo e adiposo na musculatura. Nos
estagios iniciais, 0 comprometimento motor é caracteristico, entretanto outras regides
também apresentam alteracdes, como as musculaturas da cavidade oral. Associadas na
degluticdo alimentar, os diferentes musculos mastigatorios apresentam alteracdes que
causam dificuldades na degluticdo. Para o estudo da DMD, o modelo animal mais utilizado
é o camundongo mdx, apesar de existir a caracterizacdo da musculatura da lingua, as
repercussoes na mucosa lingual ainda ndo foram evidenciadas. O objetivo do presente estudo
consistiu em descrever as alteracfes morfoldgicas estruturais e ultraestruturais do epitélio,
lamina propria e musculatura da lingua de camundongos mdx. Foram utilizados 40
camundongos com 6 meses de idade organizados em dois grupos: Grupo Controle: n = 20
(C57b1/10) e mdx: n = 20 (C57bl/10™). As amostras foram processadas para analises
estruturais, tridimensionais e ultraestruturais sob técnicas de microscopia de luz,
microscopia eletronica de varredura e microscopia eletronica de transmissdo. Estavam
presentes papilas filiformes conicas e triangulares, fungiformes, folhadas e valadas, e seus
respectivos tecidos conjuntivos associados. As papilas triangulares filiformes apresentaram
multiplas pontas devido a maior desgaste. O epitélio foi caracterizado estratificado em
camadas: cOrnea, granulosa, espinhosa e basal, 0 grupo mdx apresentou maior espessura nas
diferentes regides do corpo da lingua. A lamina prépria possui composi¢do de fibras de
colageno de coloracdo avermelhada e esverdeada, no grupo mdx, houve maior densidade de
fibras colagenas. A regido da submucosa apresentou glandulas mucosas e serosas com a
presenca de colageno adjacente, aumento da area das glandulas mucosas e diminuicéo das
serosas no grupo madx. A musculatura dos camundongos mdx foi caracterizada pela grande
deposicdo de colageno entre as fibras, miocitolise e foco inflamatério. Em conclusdo, a
lingua de camundongos mdx com 6 meses de idade teve os aspectos morfoldgicos, estruturais
e ultraestruturais evidenciados, a distrofia proporcionou altera¢des indiretas na morfologia
na espessura epitelial e desgaste das papilas, e direta na composi¢cdo da lamina propria,

submucosa e musculatura dos camundongos mdx.

Palavras-chave: lingua; epitélio; papilas linguais; Distrofia Muscular de Duchenne.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) consists of a pathology related to the X chromosome
that affects humans and characterized by a cycle of degeneration and regeneration of
muscular fiber, causing deposition of connective and adipose tissue on the musculature. In
the early stages, the motor commitment is very characteristic; however in other regions also
have alterations, as the oral cavity musculature. Associated with food swallowing, the
different masticatory muscles present changes that provide difficulties during feeding. For
the study of DMD, animal models are used and the mdx mouse is the more common, although
there is a characterization of the tongue musculature, aspects of the lingual mucosa have not
yet been evidenced. The aim of the study was describe changes in structural and
ultrastructural morphological characteristics of the epithelium, lamina propria and tongue
musculature of mdx mice. Forty mice with 6 months-old were used, organized into two
groups: Control Group: n = 20 (C57bl/10) and mdx: n = 20 (C57b1/10™®). Samples were
processed for structural, tridimensional and ultrastructural analysis under light microscopy,
scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. Our results showed
conical and triangular filiform, fungiform, foliate, and vallate papillae, and its connective
tissue cores. The filiform triangular papillae showed multiple tips due to increased wear. The
epithelium was characterized stratified into layers: keratinized, granular, spinous and basal,
and different regions of the tongue’s body had thicker epithelium in the mdx group. The
lamina propria has a composition of reddish and greenish collagen fibers, in the mdx there
was a higher density of collagen fibers. The region of submucosa had mucous and serous
glands with the presence of adjacent collagen, higher area of mucous glands and lower area
of serous glands in mdx group. The musculature of mdx mice was characterized by large
collagen deposition between fibers, myocytolysis and inflammatory focus. In conclusion,
the tongue of mdx mice with 6 months-age had the morphological, structural and
ultrastructural aspects evidenced; dystrophy provided indirect changes in the epithelium
thickness and wear of papillae and direct changes in the composition of the lamina propria,
submucosa, and musculature of the mdx mice.

Keywords: tongue; epithelium; lingual papillae, Duchenne Muscular Dystrophy.
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1. INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) consiste em um distdrbio ligado ao
cromossomo X, ou seja, € uma heranca genética ligada ao sexo e por conta disso acomete
majoritariamente individuos com gen6tipo XY (EMERY; MUNTONI; QUINLIVAN, 2015).
Essa alteracdo ocorre no gene responsavel por codificar a proteina denominada de distrofina,
fundamental na membrana das células musculares, e sua auséncia causa progressiva
degeneragdo muscular (HOFFMAN et al., 1987).

A alteracdo genética proporciona degenera¢do muscular, modifica¢cBes no diametro e
comprimento das fibras e necrose tecidual, além da deposicdo de tecido conjuntivo fibroso
intersticial e tecido adiposo intramuscular que resultam em comprometimento motor (CROS et
al., 1989; DECONINCK; DAN, 2007; ALLEN et al., 2016).

O quadro clinico da DMD apresenta diferentes estagios e caracteristicas, inicia-se
durante a infancia e manifesta-se pelo acometimento motor que ocasiona quedas, além da
pseudo-hipertrofia do musculo gastrocnémio (HOFFMAN et al., 1987). Na idade adulta, a
DMD proporciona alteragdes no mdasculo diafragma que causa comprometimento
cardiorrespiratorio (EMERY; MUNTONI; QUINLIVAN, 2015).

A DMD também afeta os musculos associados a mastigacdo, estes apresentam
modificacbes que causam dificuldade com a degluticdo alimentar que se agravam com 0O
envelhecimento (PANE et al., 2006; ALOYSIUS et al., 2008; ENGEL-HOEK et al., 2016). A
reducdo da forca da musculatura da lingua proporciona uma menor pressao da mesma contra o
palato, e assim dificulta a ingestéo de alimentos solidos (ENGEL-HOEK et al., 2013).

Para a compreensdo da patologia, utiliza-se como modelo animal a linhagem isogénica
de camundongo mdx (Muscular Dystrophy linked to X chromosome, distrofia muscular ligada
ao cromossomo X) (BULFIELD et al., 1984; VAINZOF et al., 2008). Embora existam estudos
em modelo animal que abordem a degeneracdo dos musculos envolvidos na mastigacdo como:
masseter, temporal e lingua aos 100 dias de idade (SPASSOV et al. 2010), as repercussdes da
distrofia na mucosa especializada da lingua ainda nao foram elucidadas.

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as alteracbes morfoldgicas
estruturais e ultraestruturais do epitélio, ldamina prépria e tecido muscular da lingua de

camundongos mdx.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Distrofia Muscular de Duchenne

As distrofias musculares consistem em um grupo de doencas genéticas caracterizadas
pela progressiva degeneracdo muscular e consequente perda da capacidade motora (EMERY;
MUNTONI; QUINLIVAN, 2015). DescricGes e ilustragdes em registros demonstraram a
presenca das distrofias musculares ao longo da histéria da humanidade, entretanto, apenas em
1868 houve a caracterizacdo do quadro clinico da DMD por Guillaume-Benjamin-Armand
Duchenne, a mais comum das distrofias (MARANHAO-FILHO; VINCENT, 2019).

No século seguinte, a causa da distrofia foi elucidada: uma mutacédo no lécus Xp21 do
cromossomo X que inibe a producéo da distrofina (BULFIELD et al., 1984). A distrofina é uma
proteina responsavel por ligar o sarcolema ao citoesqueleto e em sua auséncia ocorrem
pequenos rompimentos no sarcolema (ALLEN et al., 2016). Em decorréncia disso, ocasiona 0
aumento da concentracgdo de ions de calcio no meio intracelular, e dessa forma, causa a ativagdo
da enzima proteolitica denominada de Calpaina e consequente digestdo de proteinas contrateis
do préprio masculo estriado esquelético (BULFIELD et al., 1984; HOFFMAN et al., 1987).

A DMD ¢ caracterizada por ciclos de degeneracdo-regeneracao das fibras musculares
(EMERY; MUNTONI; QUINLIVAN, 2015). Gradativamente ocorre a substituicdo do tecido
muscular por tecido conjuntivo e deposicdo de tecido adiposo intramuscular que resulta em
pseudo-hipertrofia e fraqueza muscular (SEIXAS et al., 1997; VAINZOF et al., 2008; GOMES
etal., 2011).

Em decorréncia de sua heranca ligada ao cromossomo X, a DMD acomete
majoritariamente individuos do sexo masculino (BULFIELD et al., 1984). As manifestacdes
clinicas ocorrem durante os trés primeiros anos, periodo em que se inicia as fases da marcha e
locomocdo, e é caracterizada pelas frequentes quedas, fraqueza dos musculos dos membros
inferiores e pélvicos, além do atraso no desenvolvimento psicomotor (ALLEN et al., 2016).
Como consequéncia da fraqueza muscular apresentam marcha miopatica, descrita por uma
maior rotacdo da pelve em contraposi¢éo ao corpo, hiperlordose (Fig. 1) e realizam a “manobra
de Gowers” (EMERY; MUNTONI; QUINLIVAN, 2015).
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Figura 1. Posicdo caracteristica da marcha miopatica.

Bragos e ombros

para tras enquanto
caminha
Cintura afundada

Fraqueza da musculatura
Fraqueza da musculatura

/—/ abdominal

_ Atrofia da musculatura

Pseudo-hipertrofia
do gastrocnémio

Encurtamento do _
tendéo e

Fonte: Adaptado de Moraes et al. (2011).

Legenda: Principais alteracbes causadas pela DMD durante os estagios iniciais do processo de
degeneracdo muscular.

A degeneracdo muscular progressiva geralmente causa perda de fungdes motoras entre
0s 9 e 16 anos de idade (BULFIELD et al., 1984; EMERY; MUNTONI; QUINLIVAN, 2015).
Posteriormente, dos 18 aos 25 anos, as complicagdes cardiorrespiratdrias sdo frequentemente
relatadas na literatura (BUSHBY et al., 2010).

Nos estagios mais avancados da DMD, a degeneragdo muscular passa afetar com maior
intensidade os musculos da regido oral (PANE et al., 2006; ALOYSIUS et al., 2008; ENGEL-
HOEK et al., 2016). Os efeitos na lingua proporcionam menor pressao da mesma contra o palato
e acarretam em dificuldades de comunicacéo e degluticdo (ENGEL-HOEK et al., 2013).

2.2 Modelos experimentais para DMD

Os modelos animais sdo fundamentais para a compreensdo de patologias, bem como,
para a testagem de eficiéncia e toxicidade de terapias em desenvolvimento (SANTOS, 2002;
VAINZOF et al., 2008). Para a DMD existem modelos experimentais adequados para diferentes
praticas, como roedores, felinos e caninos (NAKAMURA; TAKEDA, 2010).
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Dentre os roedores, destacam-se 0s camundongos mdx, estes tém origem na linhagem
C57bl/10 ou C57bl/6, porém apresentam uma mutacao espontanea no exon 23 em relacéo a
linhagem original (Fig. 2) (VAINZOF et al., 2008). Essa alteracéo gera a auséncia da distrofina
no sarcolema muscular e proporciona inicio do ciclo de degeneracdo-regeneracao da
musculatura ap6s o 1° més de idade e que persiste por toda a vida do animal (NAKAMURA,;
TAKEDA, 2010).

Os mdasculos possuem duas proteinas do sarcolema muscular que proporcionam a
integridade das fibras, sendo a distrofina encontrada preferencialmente na regido do ventre
muscular, enquanto a utrofina é caracterizada pela presenca nas regides de jun¢do miotendinea
e neuromuscular. Devido a auséncia da distrofina, a utrofina passa a apresentar maior expressao
e ser encontrada na regido do ventre muscular (BLAKE; TINSLEY: DAVIES, 1996).

Figura 2. Camundongo mdx.

S

Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Camundongo da linhagem C57bl/10™* em caixa de polipropileno na sala do Biotério do
Laboratério de Anatomia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — Campus de Rio
Claro/Sao Paulo.

A idade consiste em um fator importante que influencia no grau das alteracfes
promovidas pela auséncia da proteina distrofina, até os 13 meses de idade, os camundongos
mdx possuem um ciclo de degeneracgdo-regeneracdo muscular equilibrado (BULFIELD et al.,
1984; VAINZOF et al., 2008). Entretanto, ap0s esse periodo a capacidade regenerativa
apresenta declinio enquanto a de degeneracdo se mantém, inclusive proporcionando diminuicéo
da expectativa de vida quando comparada a linhagem de origem (PASTORET; SEBILLE,
1995).

Os ciclos de degeneracdo-regeneracdo muscular sdo caracterizados por afetarem de

forma ndo uniformes os masculos, sendo assim, alguns musculos tendem a apresentar uma
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alteracdo mais tardia (PASTORET; SEBILLE, 1995). Os musculos associados a mastigacdo
possuem diferentes graus de comprometimento em camundongos mdx. Aos 100 dias de idade,
0 masseter e o temporal apresentam alteragdes com a deposicao de colageno, enquanto que a
musculatura da lingua permanece inalterada (SPASSOV et al.,, 2010). Em idades mais
avancadas, aos 26 meses, a lingua é caracterizada pela presenca de focos de fibrose muscular
(CHAMBERLAIN et al., 2007), todavia ndo foram descritos possiveis reflexos na mucosa

lingual.

2.3 Lingua

Localizado na cavidade oral, a lingua consiste em um 6rgdo muscular complexo
revestido por mucosa especializada com projecdes denominadas de papilas, anatomicamente
apresenta: apice, corpo e raiz (HIATT; GARTNET, 2011). Suas principais funcdes consistem
na: comunicacao/vocalizagédo, degluticdo alimentar, somatossensacdo e nos roedores possuli
também a fungao de “grooming” (comportamento relacionado a limpeza) (IWASAKI, 2002;
HIEMAE; PALMER, 2003; HAEBERLE; LUMPKIN, 2008; SANDERS; MU, 2013).

Em humanos, a lingua caracteriza-se pela presenca de um sulco terminal. Anteriormente
a este sulco estd localizado o sulco mediano superficial e posteriormente, o forame cego
(estrutura vestigial do desenvolvimento embrionério associada a formacdo do ducto
tireoglosso) e tonsila lingual (agregado de nddulos linfoides) (Fig. 3) (COSTACURTA, 1979;
ALVES; CANDIDO, 2009; MOORE; DALLEY; AGUR, 2018).
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Figura 3. llustragéo da superficie da lingua de humanos.
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Papilas folhadas

Papilas filiformes
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Papila fungiforme

Sulco mediano da lingua

Dorso da lingua

Fonte: Netter (2018).
Legenda: Apice, corpo e raiz, a lingua possui sulco mediano e papilas: filiformes, fungiformes,
folhadas e circunvaladas.

Nos animais ndo humanos existem variagdes no comprimento, formato, presenca ou
auséncia de sulco mediano e da proeminéncia, além das distintas morfologias das papilas
linguais (KUMAR; BATE, 2004; CIENA et al., 2013; CIENA et al., 2019; ARO et al., 2019).
Essas caracteristicas estdo estritamente relacionadas aos habitos alimentares, habitats e
desenvolvimento evolutivo das espécies (KOBAYASHI et al., 1994; IWASAKI, 2002).

Em roedores, a lingua apresenta um formato alongado e na subordem Hystricomorpha
o0 sulco mediano est ausente (CIENA et al., 2013; CIENA et al., 2019). A proeminéncia lingual
pode estar ausente como na capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) (WATANABE et al., 2013),
entretanto quando presente, possui variagdes e € caracterizada como diminuta no esquilo da
Mancharia (Tamias sibiricus asiaticus) (KOBAYASHI et al., 1992) e da paca (Cuniculus paca)
(BERALDO-MASSOLLI et al., 2013), ou protuberante como na lebre-patagonica (Dolichotis
patagonum) (EMURA; OKUMURA,; CHEN, 2011b) e degu (Octodon degus) (CIZEK et al.,

2017). De acordo com Shindo, Yoshimura e Kobayashi (2006), a proeminéncia consiste em
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uma estrutura relacionada com a herbivoria e também ¢é visualizada com destaque em
ruminantes (ADNYANE et al., 2011; EL-BAKARY; ABUMANDOUR, 2017).

A superficie dorsal da lingua é revestida pelo epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado composto pelas camadas: cdrnea, granular, espinhosa e basal (CIENA et al.,
2013). Superficialmente, a camada cérnea € formada por células cornificadas, ou seja,
citoplasma repleto de queratina que se caracteriza pela constante esfoliacdo e substituicdo de
células (WATANABE et al., 2013). Subsequentemente, encontra-se a camada granular
composta por queratindcitos achatados e citoplasma com grénulos de querato-hialina (CIENA
etal., 2019).

A camada espinhosa € composta de células planas com projecdes semelhantes a
espinhos e unidas por meio de desmossomos (CIENA et al., 2013). E a mais profunda, a camada
basal € composta por células de morfologia cilindrica, e esta regido é fundamental para a
renovacao das células das camadas superiores, por apresentar células em constante processo
mitotico (WATANABE et al., 2013).

Inferiormente as camadas epiteliais esta localizada a lamina prépria, que por sua vez,
consiste em uma regido predominantemente composta por fibroblastos e tecido conjuntivo
denso (REGINATO et al., 2020). Estdo presentes também mecanorreceptores que
funcionalmente possibilitam a somatossensacdo oral e dentre essas estruturas destacam-se 0s
corplsculos lamelares (TEOFILO et al. 2019). Estes consistem em mecanorreceptores de
adaptacdo rapida que detectam pressdo e vibracdes de formato esférico e compostos de um
axonio mielinizado central e lamelas concéntricas de células de Schwann (MUNGER; IDE,
1988; HAEBERLE; LUMPKIN, 2008).

A lamina propria apresenta projecoes no epitélio que configuram estabilidade a regido
(MARTINEZ et al., 1997; TOMIATE et al., 2021a, 2021b) e proporcionam maior proximidade
de vasos sanguineos a camadas epiteliais mais superficiais (BERALDO-MASSOLI et al., 2013;
ERDOGAN; SAGSOZ, 2018). As projeces possuem aspecto tridimensional denominado de
tecido conjuntivo associado (TCA) que é caracterizado sob analise de microscopia eletrdnica
de varredura combinada a tratamento em solucéo aquosa de hidréxido de sédio (NaOH) para a
remocao da superficie epitelial (NAKANO, 1992; 1995).

Em regido mais profunda esta presente a musculatura estriada esquelética que compde
a lingua, esta possui fibras musculares multinucleadas, longas e cilindricas, distribuidas em
multiplos eixos, e dessa forma possibilitam grande amplitude de movimentos (CIENA et al.,
2013; CIENA et al., 2019; ARO et al., 2019). Dois diferentes grupos de musculos compdem a
lingua: extrinsecos e intrinsecos (COSTACURTA, 1979). Os musculos, a vascularizacéo e a
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inervacdo da lingua sdo separados por um septo fibroso mediano (MOORE; DALLEY; AGUR,
2018).

Os musculos extrinsecos sdo: genioglosso, hioglosso, estiloglosso, palatoglosso, estes
apresentam como principal acdo a movimentagdo da lingua, entretanto também podem alterar
seu formato (BECKER et al., 2018). Enquanto os mausculos intrinsecos da lingua séo:
longitudinal superior, longitudinal inferior, transverso e vertical (Fig. 4) (DRAKE; VOGL,;
MITCHELL, 2021). A funcéo dos dois primeiros consiste em retrair a lingua protrusa e tornar
a lingua mais curta e espessa, enquanto os dois ultimos musculos possuem as a¢ées de tornar a

lingua longa e estreita, assim como protrair a lingua (HIATT; GARTNET, 2011).

Figura 4. Musculos extrinsecos e intrinsecos da lingua.
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M. estiloglosso I\ A3 i e = — M. transverso
Musculos M. longitudinal Masculos
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M. hioglosso —

Septo
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Fonte: Drake, Vogl e Mitchell (2021).

Legenda: Indicagdo dos musculos extrinsecos: palatoglosso, estiloglosso, hioglosso e genioglosso; e
intrinsecos: longitudinal superior e inferior, vertical e transverso. O septo lingual separa os musculos
intrinsecos e extrinsecos.

A inervacdo dos musculos da lingua é realizada pelo nervo hipoglosso (Nervo Craniano
XI1), a excecdo consiste no musculo palatoglosso que € inervado pelo plexo faringeo. A mucosa
lingual é suprida pelo nervo lingual (ramo do V par de Nervo Craniano) para as fungdes de tato
e temperatura, enquanto que para o paladar, a inervagéo é feita pelo nervo da corda do timpano
(ramo do VII par de Nervo Craniano), entretanto, as papilas circunvaladas sdo supridas pelo
ramo lingual do nervo glossofaringeo (1X par de Nervo craniano) (MOORE; DALLEY; AGUR,
2018).

Em relacdo a vascularizacao, a artéria cardtida externa origina a artéria lingual, esta se

localiza profundamente no musculo hioglosso e ascende na parte posterior da lingua para suprir
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0 arco palatoglosso (DRAKE; VOGL; MITCHELL, 2021). A artéria dorsal da lingua irriga o
dorso e as bordas da lingua (HIATT; GARTNET, 2011). A artéria profunda da lingua (ramo
terminal da artéria lingual) se projeta profundamente na face ventral da lingua e acompanha o
nervo lingual, até o apice lingual (onde se anastomosa com a do lado oposto). A artéria
sublingual emerge na margem do musculo hioglosso e segue entre o genioglosso e milo-hidideo
até suprir as glandulas sublinguais (ALVES; CANDIDO, 2009). A veia lingual recebe as veias
tributarias: sublingual, dorsal da lingua e profunda da lingua, estas veias seguem o0 mesmo
trajeto das artérias correspondentes (COSTACURTA, 1979).

Na regido da raiz da lingua, a submucosa caracteriza-se pela presenca de glandulas
salivares dos tipos: mucosa e serosa (COSTACURTA, 1979). Envoltas por mdsculos, as
glandulas secretam muco fluido espesso e viscoso de composicao glicoproteica e apresentam
fundamental importéncia associadas com as papilas folhadas e valadas para a percepcéao
gustativa (CIZEK et al., 2017).

2.3.1 Papilas linguais

A mucosa especializada da superficie dorsolateral da lingua caracteriza-se
fundamentalmente pela presenca de quatro tipos de papilas: filiforme, folhada, fungiforme, e
circunvalada para humanos e valada para animais ndo humanos (KOBAYASHI et al., 1989;
KOBAYASHI et al., 1994).

As papilas filiformes apresentam alta densidade e estdo presentes por toda a extenséo
da superficie dorsal da lingua, com formato triangular e alongado, sem associacdo a botbes
gustativos, com funcionalidade mecéanica e direcionadas a regido caudal (KOBAYASHI et al.,
1994). As papilas filiformes caracterizam-se por ampla variagdo morfoldgica entre as espécies
de roedores e mesmo em diferentes regifes da lingua (Fig. 5) (CIENA et al., 2013; CIENA et
al., 2019; IGBOKWE; MBAJIORGU, 2019).
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Figura 5. Microscopia de luz das papilas filiformes na lingua da cutia (Dasyprocta leporina).

Fonte: Adaptado de Ciena et al. (2013).
Legenda: Epitélio (E), papilas filiformes (setas pretas) e inferiormente l[amina propria (*) com vasos
sanguineos (cabeca de seta). Coloragdo: Hematoxilina-eosina (HE). Barra: 100 pm.

O tecido conjuntivo associado (TCA), ou seja, 0 aspecto tridimensional da lamina
propria da papila filiforme possui ampla variagdo morfoldgica e estd diretamente associada as
caracteristicas das papilas linguais (ZHENG; KOBAYASHI, 2006). Em algumas espécies de
roedores, sdo caracterizadas pelo aspecto conico como no rato Sprague Dawley (REGINATO
et al., 2014) ou mesmo para camundongos que possuem variagdes, um tipo com morfologia
conica (KOBAYASHI et al., 1989) e outro semelhante a “pa” (“shovel-like”) (KOBAYASHI;
IWASAKI, 1989).

A papila fungiforme assemelha-se ao pileo do corpo de frutificagdo de um fungo, ou
seja, com base estreita e apice largo, e botbes gustativos geralmente sdo encontrados na regido
superior da papila (Fig. 6) (KOBAYASHI et al., 1989; CIENA et al., 2013), todavia estes
podem estar ausentes (KOBAYASHI et al., 1994; KUMAR; BATE, 2004). O TCA de papilas
fungiformes assemelha-se a um “botdo de flor” (“flower-bud”) (EMURA; OKUMURA;
CHEN, 2011b), “vulcao” (“volcano-like”) (REGINATO et al. 2014), ou apresenta formato
cilindrico e semelhante a “craca” (“barnacle-like”) (KOBAYASHI et al., 1989).
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Figura 6. Microscopia de luz da papila fungiforme da cutia.

Fonte: Adaptado de Ciena et al. (2013).
Legenda: Epitélio (E), papila fungiforme (seta), inferiormente a lamina prépria (*) com vaso
sanguineo na regido (cabeca de seta). Coloracdo: HE. Barra: 100 pm.

As papilas folhadas (Fig. 7) possuem formato semelhante a folha e consistem em rugas
paralelas intercaladas por sulcos e associadas a botbes gustativos (EMURA et al., 2002).
Localizadas bilateralmente na lingua sdo desenvolvidas em roedores (EMURA; OKUMURA,;
CHEN et al., 2011b), apesar de ndo necessariamente estarem presentes em todas as espécies, a
exemplo do rato-africano-da-grama (Arvicanthis niloticus) (NASR et al., 2012) e o rato-
toupeira-cego do Oriente Médio (Spalax ehrenbergi) (KILINC et al., 2010). Apds a remogéo
da superficie epitelial, o TCA caracteriza-se por projecdes de aspecto laminar circundando
sulcos ovais largos (REGINATO et al., 2014).

Figura 7. Microscopia de luz da papila folhada da cutia.

YSIRN
Fonte: Adaptado de Ciena et al. (2013).
Legenda: Epitélio (E), papila folhada (seta) e botdes gustativos associados (cabeca de seta),
inferiormente a lamina propria (*) e glandulas associadas (G). Coloracéo: HE. Barra: 100 um.

As papilas valadas (Fig. 8) estdo localizadas na regido caudal da lingua e apresentam
dois principais aspectos morfolégicos: semelhante a um domo circundado por um sulco
(KOBAYASHI et al., 1989) ou composta por sulcos paralelos (CIENA et al., 2013), também
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ocorrem varia¢Oes na quantidade (CIENA et al., 2013; REGINATO et al., 2014; CIENA et al.,
2019; IGBOKWE; MBAJIORGU, 2019). O TCA da papila valada caracteriza-se por variagdoes
morfoldgicas em diferentes espécies, dessa maneira, pode apresentar aspecto liso como na
girafa (EMURA; OKUMURA; CHEN, 2013) ou espinhos curtos no apice (EMURA;
OKUMURA; CHEN, 2011a; EMURA; OKUMURA,; CHEN, 2011c).

Figura 8. Microscopia de luz da papila valada da cutia.

Fonte: Adaptado de Ciena et al. (2013).
Legenda: Epitélio (E), papila valada (seta) e botGes gustativos associados (cabeca de seta), inferiormente
glandulas (G) adjacentes. Coloragdo: HE. Barra: 200 um.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo consistiu em descrever as repercussdes do processo
degenerativo nas caracteristicas morfoldgicas estruturais e ultraestruturais do epitélio, 1amina

prépria e tecido muscular da lingua de camundongos mdx.

3.1 Objetivos especificos

e Descrever o0s aspectos estruturais do epitélio, lamina prépria e masculos da lingua sob
microscopia de luz;

e Realizar analises morfométricas da espessura epitelial e area glandular;

e Revelar o aspecto tridimensional do epitélio lingual através da técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV);

e Evidenciar o TCA das papilas linguais por meio da MEV mediante a técnica de
maceracao epitelial;

e Descrever as caracteristicas ultraestruturais do epitélio e ldamina propria da lingua
através da microscopia eletronica de transmisséo (MET);

e Caracterizar as alteracdes ultraestruturais das células musculares através da MET.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 40 camundongos com 6 meses de idade de duas linhagens: Grupo
controle - C57bl/10 (n=20) e Grupo mdx - C57b1/10™* (n=20). Oriundos do Centro de Criag&o
e Experimentacdo em Biomodelos da Universidade Federal do ABC e foram alocados no
Biotério do Laboratério de Anatomia, Instituto de Biociéncias (IB), Universidade Estadual
Paulista (UNESP) — Campus de Rio Claro — Séo Paulo (SP). As atividades foram aprovadas
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do IB, UNESP — Rio Claro (protocolo n°
2381/2021). Os animais foram eutanasiados com overdose de Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina
(10 mg/kg) via intraperitoneal pela responsavel técnica (CRMV-SP N°26257). Posteriormente

as linguas foram dissecadas por incisdo ventral e removidas.

4.2 Microscopia de Luz

As amostras (n =5 por grupo) foram fixadas por imersédo em solugdo de formalina 10%
a 4°C, durante 48h e ap0s este periodo substituida por alcool 70%. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a desidratacdo em séries crescentes de alcoois (de 70% ao absoluto) e
incluidas em parafina histologica. Foram realizadas sec¢des sagitais e transversais de 6 pum de
espessura e coradas com as técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-sirius red (PS). As
amostras em coloragdo de PS foram analisadas sob luz polarizada, e todas as imagens foram
obtidas através do microscépio de luz (Axioskop 40, Carl Zeiss Microimaging, Gottingen,
Alemanha) no IB da UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.

A analise morfométrica foi realizada para a mensuracdo da espessura epitelial em duas
regides. Na regido medial do corpo da lingua foram realizadas 5 mensuracdes por sec¢do em
regido medial da lingua totalizando um n = 125 por grupo. Na regido da proeminéncia lingual
foram realizadas 5 mensuracgdes em regido medial da lingua totalizando um n = 125 por grupo.
Foi empregado o teste de D’Agostino e Pearson para verificar a normalidade. As amostras
apresentaram distribuicdo ndo-normal e por isso foi aplicado o teste de Mann-Whitney, foi
adotado como nivel de significancia p< 0,05.

Para a analise da area das glandulas serosas e mucosas foram realizadas medidas
independentemente (n=25 por grupo). Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificagéo da
normalidade amostral e as amostras foram consideradas n&o-normais. Posteriormente, foi

aplicado o teste de Mann-Whitney, e foi adotado como nivel de significancia p< 0,05.
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Todas as mensuracdes foram realizadas com o auxilio do Software ImageJ™ (Bethesda,
Maryland, EUA) e as analises estatisticas com o auxilio do Software GraphPad Prism 9.3.0.

4.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Ap0s a dissecacdo, as amostras (n = 10 por grupo) foram perfundidos em solugédo de
Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, em solucéo de Cacodilato de
sodio a 0,1M), pH 7,4, durante 24h, a 4°C (WATANABE et al., 2013).

As amostras (n = 5 por grupo) foram destinadas a anélise do aspecto tridimensional da
superficie dorsolateral do epitélio da lingua. As demais amostras (n = 5 por grupo) foram
destinadas ao processo de maceracdo por imersdo em solucdo aquosa de hidroxido de sodio
(NaOH) a 10% em temperatura ambiente, durante 4 dias, com trocas diarias para observacao
dos elementos da matriz extracelular em “situ” (CIENA et al., 2019). Posteriormente, todas as
amostras foram lavadas entre 12 a 24h em &gua destilada. As amostras foram alocadas em
frascos individuais com &gua destilada para tratamento no ultrassom para eliminagdo de
possivel residuo tecidual ou externo que permaneca em contato com a superficie de analise.

Apds as lavagens, todas as amostras foram desidratadas em séries crescentes de alcoois
(de 70% ao absoluto), imersas em solucéo de acetato de isoamila por 3h, a 4 °C e secadas no
aparelho de ponto-critico (Balzers CPD-30) utilizando CO> liquido (BARBOSA et al., 2020).
As amostras secas foram montadas em bases metalicas de aluminio (1 cm?), cobertas com fons
de ouro em aparelho Balzers SCD-040, e examinadas em microscépio eletrénico de varredura
(LEO 435 VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) no Centro Avancado em Diagnostico por
Imagem (CADI), Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de
Sdo Paulo, S&o Paulo, SP, Brasil.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Para anélise ultraestrutural do epitélio, lamina prépria e musculatura (n = 5 por grupo),
apos a dissecacdo, as linguas foram fixadas por imersdo em solugdo Karnovsky modificada
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2%, em solugdo de Cacodilato de sodio a 0,1M) pH 7,4,
durante 48h, a 4°C (WATANABE et al., 2013).

Em seguida, as linguas foram seccionadas em amostras menores (2 mm?®), lavadas com
a solugdo de tampéo fosfato de sodio e pos-fixadas com a solucéo de tetroxido de 6smio a 1%
durante 2h a 4°C. Novamente, as amostras foram lavadas em &gua destilada e contrastadas em
“bloco” com a solugdo aquosa de acetato de uranila a 5% durante 1h a temperatura ambiente.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a desidratacdo em série crescente de alcoois, a
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partir do 70% até o &lcool absoluto com banhos de 15 minutos cada, e 2 banhos de 6xido de
propileno por 15 minutos para a infiltracdo da resina (Spurr® 1:1 6xido de propileno por 4h)
em misturador rotativo. Apos esta etapa, a resina foi retirada e colocada resina pura durante 6h.

Na etapa final, a resina pura foi substituida por uma nova resina, colocada na estufa a
37° C com o frasco aberto por 1h, sendo realizada a inclusdo do material em moldes de borracha
e polimerizacdo na estufa a 60°C, durante 5 dias. Obtidos os blocos de resina, foi realizada a
triagem para a obtencdo das sec¢oes de 0,5 um a 1 pum, corados com a solug¢ao de azul de
toluidina a 1% para a verificagdo da area em microscopio de luz. Posteriormente, foram obtidas
as secgOes de 90 nm, coletados em telas de cobre de 200-mesh (EMS™), contrastados com a
solucdo de acetato de uranila a 4%, por 3 minutos e com a solu¢do aquosa de citrato de chumbo
a 0,4% por 3 minutos, lavando em seguida com agua destilada (CIENA et al. 2019). As telas
com os respectivos cortes foram examinadas atraves do microscopio eletrénico de transmissdo
JEOL 1010 (JEOL Ltda., Téquio, Japdo), Instituto de Ciéncias Biomédicas - 11, Universidade

de Sao Paulo, Séo Paulo, SP, Brasil.
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5. RESULTADOS

5.1 Analises Macroscépicas

A lingua dos camundongos possui um aspecto alongado e anatomicamente dividida em:
apice, corpo e raiz. Um sulco esta presente medialmente na regido rostral do corpo da lingua e
a proeminéncia lingual esté localizada na regido caudal do corpo da lingua. Foram encontradas
papilas filiformes e fungiformes no &pice e no corpo da lingua, papilas filiformes na
proeminéncia lingual, bilateralmente papilas folhadas e medialmente na raiz uma papila valada
(Fig. 9).

Figura 9. llustracéo da lingua de camundongos.

Valada

Filiforme

Fonte: Garcia, 2022.

Legenda: Anatomia geral da lingua de camundongos. Foram identificadas papilas dos tipos:
filiforme, fungiforme, folhada e valada. Apice (A), corpo (C) com sulco mediano (S) e proeminéncia
(P), e raiz (R). Barra: 0,5 cm.
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5.2 Microscopia de Luz

Na superficie epitelial dorsal da lingua de ambos os grupos foram encontradas papilas:
filiformes, fungiformes, folhadas e valada. Abaixo do epitélio foi localizada a lamina propria e
na regido caudal da lingua, na submucosa foi evidenciado conglomerados de glandulas serosas
e mucosas. Profundamente, foi evidenciada a musculatura da lingua.

As regibes do corpo da lingua caracterizam-se pela presenca de diferentes papilas:
rostral e medial com papilas filiformes e fungiformes; e caudal com papilas filiformes. Existem
variacdes na espessura epitelial por toda a extensdo da lingua, a lamina propria é delgada e
projeta-se no epitélio.

No grupo controle, as regifes rostral e medial do corpo da lingua apresentaram papilas
filiformes curtas e com a ponta direcionada para a regido caudal; também estavam presentes
papilas fungiformes com morfologia de cupula e botdo gustativo localizado no topo.
Inferiormente foi localizada a lamina prépria com projecGes no epitélio nas regides papilares
com aspectos diferentes nas papilas filiformes e fungiformes, e subjacentes fibras musculares.
O epitélio € queratinizado e apresentou espessura de 89,25 + 18,50 um no grupo controle (Fig.
10.a). No grupo mdx, a mesma regido foi caracterizada de forma essencialmente semelhante,
entretanto o epitélio apresentou maior espessura, 97,61 = 21,62 um (Fig. 10.b). O epitélio das
regides rostral e medial apresentou, entre os grupos, diferenca estatisticamente significante (p
< 0.05) na espessura.

A regido da proeminéncia lingual foi caracterizada, em ambos 0s grupos, pela presenca
de papilas filiformes, direcionadas para a regido caudal e pela auséncia de papilas fungiformes.
Subjacente ao epitélio, a lamina prépria apresentou aspecto delgado e com projecdes no epitélio
abaixo das papilas filiformes, inferiormente estavam presentes fibras musculares. O epitélio é
queratinizado, a lamina propria delgada e também estdo presentes projecbes da mesma no
epitélio. No grupo controle, a espessura epitelial apresentou 80,13 + 18,15 um (Fig. 10.c).
Enquanto o grupo mdx, possui 99,41 + 27,83 um (Fig. 10.d). A diferenga da espessura do
epitélio da proeminéncia entre os grupos apresentou significancia estatistica (p < 0.05).
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Figura 10. Microscopia de luz das papilas do corpo da lingua de camundongos.

il = (o
Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Regido medial do corpo da lingua. Grupo controle, corte sagital: (a) Epitélio (e) com
papila filiforme (seta preta) adjacente a papila fungiforme com botéo gustativo no topo (*),
inferiormente 1dmina propria (Ip) e fibras musculares (m). Grupo mdx, corte sagital: (b)
Epitélio (e), papila fungiforme com botdo gustativo no topo (*) adjacente a papila filiforme
(seta preta), subjacente a lamina propria (Ip) e fibras musculares (m). Regido da proeminéncia
lingual. Grupo controle, corte transversal: (c) Papilas filiformes (seta branca) no epitélio (e) e
inferiormente 1&mina propria (Ip) e fibras musculares (m). Grupo mdx, corte transversal: (d)
Epitélio (e) com papilas filiformes (seta branca), subjacente lamina propria (Ip) e fibras
musculares (m). Coloragdo: HE. Barras: 100 um.

Localizada inferiormente ao epitélio, a Iamina propria apresenta composicao de fibras
colagenas. Analisada com a coloragdo de PS, a regido no grupo controle apresentou destaque
com a coloracdo avermelhada (Fig. 11.a). Enquanto no grupo mdx, houve maior intensidade na
coloracdo avermelhada e também a presenca de fibras de colageno dispersas no tecido muscular
localizado subjacente (Fig. 11.b).

Sob a luz polarizada, no grupo controle foi revelada coloracdo essencialmente
esverdeada com focos avermelhados de fibras de colageno (Fig. 11.c). O grupo mdx
caracterizou-se pelo aspecto majoritariamente avermelhado das fibras de colageno dispersas
entre fibras de coloragdo esverdeada, abaixo, na regido do tecido muscular houve deposicéo de

fibras de colageno avermelhadas adjacentes as fibras musculares (Fig. 11.d).
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Figura 11. Microscopia de luz da lamina prépria da lingua de camundongos.

(a) (b)

Fonte: Tomiate, 2022.

Legenda: Grupo controle, corte longitudinal: (a) LAmina prépria evidenciada essencialmente pela
composicao de colageno (* pretos). Grupo mdx, corte longitudinal: (b) Lamina prépria composta
por fibras de colageno em intensa coloracdo vermelha (* pretos). Grupo controle, corte longitudinal
sob luz polarizada: (c) Fibras de colageno esverdeado e pontos avermelhados (* brancos). Grupo
mdx, corte longitudinal sob luz polarizada: (d) ldmina prépria com fibras colagenas de coloragédo
essencialmente vermelhas e esverdeadas (* brancos) e presenca de fibras de colageno entre as fibras
musculares (setas brancas). Coloragéo: PS. Barras: 100 um (a e c) e 500 um (b e d).

Inferiormente a lamina propria, os musculos estriados esqueléticos da lingua
apresentaram fibras multinucleadas dispostas paralelas e longitudinalmente. No grupo controle
com nucleos periféricos majoritariamente (Fig. 12.a). Enquanto no grupo mdx, as fibras
musculares também apresentaram nucleos periféricos, entretanto houve a presenca de nucleos
centralizados nas fibras e conglomerados de nucleos caracterizando foco inflamatério, inicio

do processo da formacéo de fibrose tecidual. (Fig. 12.b).
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Figura 12. Microscopia de luz do musculo estriado esquelético da lingua de camundongos.
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Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Grupo controle, corte longitudinal: (a) destaque fibras musculares (m) e com nucleos de
localizaco periférica (seta preta). Grupo mdx, corte longitudinal: (b) fibra muscular (m) com ndcleos
centralizados (seta preta) e foco inflamatoério (fi). Coloragdo: HE. Barras: 50 um.

Localizadas bilateralmente a proeminéncia e proximas a raiz da lingua, as papilas
folhadas consistem em dobras epiteliais delimitadas por sulcos profundos, os grupos controle
(Fig. 13.a) e mdx (Fig. 13.b) eram morfologicamente semelhantes. Na raiz da lingua, a papila
valada apresentou uma projecdo central delimitada por fendas, botGes gustativos foram
localizados nas paredes laterais e na projecdo papilar, as caracteristicas sdo semelhantes para
ambos os grupos (Fig. 13.c e 13.d). Destaca-se a associac¢ao dessas papilas a ductos conectados
a glandulas mucosas e serosas localizadas inferiormente a lamina propria, na regido da

submucosa.
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Figura 13. Microscopia de luz das papilas folhadas e valadas da lingua de camundongos.

> \:i S
Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Grupo controle, corte transversal: (a) Epitélio (e), lamina propria (Ip), papila folhada (seta)
com botdo gustativo lateralmente (*), e adjacentes a ducto salivar (d) associados & glandulas mucosas
(gm), inferiormente fibras musculares (m). Grupo mdx, corte transversal: (b) Epitélio (e), lamina propria,
papila folhada (seta) com botdes gustativos nas paredes laterais (*) associada a ducto (d) adjacente a
glandulas mucosas (gm). Grupo controle, corte sagital: (c) Epitélio (e), lamina propria (Ip), papila valada
com botdes gustativos (*) e ducto (d), inferiormente fibras musculares (m). Grupo mdx, corte sagital:
(d) Epitélio (e), lamina propria (Ip), papila valada com botdes gustativos (*) associada a ducto (d) e
inferiormente fibras musculares (m). Coloragdo: HE. Barras: 200 pm.

Na submucosa apenas da regido caudal estavam presentes grupamentos de glandulas
mucosas e serosas associadas por meio de ductos as papilas folhadas e valadas. As glandulas
serosas estavam dispostas anteriormente e as mucosas posteriormente. No grupo controle, a
area das glandulas serosas apresentou 35 + 4 pum? e das mucosas 39 + 7 um? (Fig. 14.a). No
grupo mdx, a disposicéo glandular foi semelhante (Fig. 14.b) e a area das glandulas serosas foi
de 29 £ 11 um? e das mucosas foi de 46 + 12 um?2. O grupo controle apresentou menor area das
glandulas serosas e maior area de glandulas mucosas, houve diferenca estatistica entre os grupos
para ambas as analises (p < 0.05).

Com a coloragéo de PS foi evidenciada a presenca de colageno envolvendo as glandulas.
No grupo controle, a deposicdo de colageno revelou-se sutil e diretamente relacionada com as
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glandulas (Fig. 14.c). No grupo mdx, a deposicao de coladgeno ao redor das glandulas também
esteve presente associado as fibras musculares adjacentes (Fig. 14.d).

Sob luz polarizada, as fibras de coldgeno apresentaram coloracdo amarelada no grupo
controle e restrita envolvendo as glandulas (Fig. 14.e), diferentemente do grupo mdx, que por
sua vez, foi evidenciada grande deposicdo de fibras de coldgeno de coloracdo esverdeada

adjacentes as fibras musculares associadas aos grupamentos glandulares (Fig. 14.f).



Figura 14. Microscopia de luz das glandulas da lingua de camundongos.

Fonte: Tomiate, 2022.

Legenda: Grupo controle, corte transversal: (a) glandulas serosas (s) e mucosas (m). Grupo mdx,
corte transversal: (b) glandulas serosas (s) e mucosas (m). Grupo controle, corte sagital: (¢) Glandula
serosa (S) envolta por fibras de colageno (* preto). Grupo mdx, corte transversal: (d) Glandulas
mucosas (m) entre as fibras de colageno (* preto). Grupo controle, corte sagital sob luz polarizada:
(e) Glandula serosa (s) envolta por fibras de coldgeno de coloragdo avermelhada (* branco). Grupo
mdx, corte transversal sob luz polarizada: (f) Fibras de colageno amarelado (* branco) adjacente as
glandulas mucosas (m). Coloracdo: HE (a, b), PS (¢, d, e, f). Barras: 50 um (c, €) e 500 um (a, b, d,
f).
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5.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Os aspectos tridimensionais das papilas filiformes, fungiformes, folhadas e valada e seus
respectivos TCAs foram revelados.

Nas regides rostral e medial do corpo da lingua, o grupo controle apresentou papilas
filiformes de formato cénico com ponta Unica e adjacentes papilas fungiformes de morfologia
semelhante a um “cogumelo” (Fig. 15.a). O grupo mdx foi caracterizado por papilas filiformes
e fungiformes semelhantes (Fig. 15.b).

A técnica de maceracéo epitelial revelou o TCA das papilas filiformes e fungiformes.
Nas regides rostral e medial do corpo da lingua do grupo controle, as papilas filiformes
apresentaram TCAs cdnicos com ponta Unica, e as papilas fungiformes eram caracterizadas por
uma protrusdo cilindrica com cavidade papilar do botdo gustativo, também descrita como uma

morfologia semelhante a “craca” no grupo controle (Fig. 15.c) e mdx (Fig. 15.d).
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Figura 15. Microscopia eletrénica de varredura das papilas do corpo lingua de camundongos.

A" AR 7 I i

Fonte: Tomiate, 2022.

Legenda: Aspecto tridimensional da regido medial do corpo da lingua. Grupo controle: (a) Papilas
filiformes conicas (setas pretas) e papila fungiforme (*). Grupo mdx: (b) Papilas filiformes conicas
(setas pretas) e papila fungiforme (*). Aspecto tridimensional do TCA da regido medial do corpo da
lingua. Grupo controle: (c) TCA da papila filiforme cbnica (setas brancas) e TCA da papila
fungiforme (* branco). Grupo mdx: (d) TCA da papila fungiforme (* branco) e TCA de papilas
filiformes conicas (setas brancas). Barras: 30 um.

Na regido da proeminéncia lingual do corpo da lingua, o grupo controle revelou papilas
filiformes caracterizadas por formato triangular e de ponta Unica, enquanto que as papilas
fungiformes estavam ausentes nessa regido (Fig. 16.a). No grupo mdx, as papilas filiformes de
morfologia triangular apresentaram pontas fimbriadas caracterizando desgaste papilar (Fig.
16.b).

Ap0s a maceragdo epitelial foi revelado o TCA das papilas da proeminéncia lingual. No
grupo controle, o TCA foi caracterizado pelo aspecto semelhante a “pa” e de ponta Unica (Fig.
16.c). Enquanto no grupo mdx, a morfologia foi semelhante, entretanto, a presenca de pontas
duplas e triplas foi frequente (Fig. 16.d).
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Figura 16. Microscopia eletronica de varredura das papilas da proeminéncia da lingua de
camundongos.

Y - S '
Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Aspecto tridimensional da regido da proeminéncia lingual. Grupo controle: (a) Papila
filiforme triangular (cabegas de seta). Grupo mdx: (b) Papila filiforme triangular com pontas
fimbriadas (cabecas de seta). Aspecto tridimensional do TCA da regido da proeminéncia lingual.
Grupo controle: (c) TCA da papila filiforme triangular com aspecto conico (cabecas de seta
brancas). Grupo mdx: (d) TCA da papila filiforme triangular com aspecto conico de ponta dupla
(cabegas de seta brancas). Barras: 30 um (c, d) e 100 um (a, b).

Na face lateral da proeminéncia lingual foram localizadas papilas folhadas. Estas sdo
caracterizadas pelas dobras epiteliais delimitadas por sulcos paralelos e foram encontradas no
grupo controle (Fig. 17.a) e mdx (Fig. 17.b) morfologicamente semelhantes. Sob a técnica de
maceracdo da superficie epitelial, o TCA caracterizou-se por 6stios com formatos irregulares
delimitados por proje¢des laminares, no grupo controle (Fig. 17.c) e mdx (Fig. 17.d) os aspectos

revelados foram semelhantes.
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Figura 17. Microscopia eletronica de varredura das papilas folhadas da lingua de camundongos.

Fonte: Tomiate, 2022.

Legenda: Aspecto tridimensional da margem da proeminéncia lingual. Grupo controle: (a) Papila
folhada, delimitada por sulcos (seta preta). Grupo mdx: (b) Sulco da papila folhada (seta preta). Apds
remoc&o da superficie epitelial, revelou-se 0 TCA. Grupo controle: (c) Ostios dos TCAs das papilas
folhadas (setas brancas). Grupo mdx: (d) Ostios dos ductos do TCAs das papilas folhadas (setas
brancas). Barras: 30 um (d) 100 um (a, b, c).

Localizada medialmente na regido caudal da lingua, notou-se uma papila valada de
morfologia semelhante a um domo rodeada por um fosso estreito a circundando, nos grupos
controle (Fig. 18.a) e mdx (Fig. 18.b) as caracteristicas foram semelhantes. E ap6s a maceragdo
do epitélio, o TCA da papila valada foi caracterizado por estar circundado por sulcos elipticos
e por uma projecdo central com multiplas impressdes de papilas gustativas com um aspecto
“alveolar”. O grupo controle apresentou maior desgaste da projecao central por conta da técnica
da maceracdo (Fig. 18.c) enquanto que no grupo mdx, a morfologia da projecédo foi melhor
evidenciada (Fig. 18.d).
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Figura 18. Microscopia eletrdnica de varredura das papilas valadas de camundongos.

Legenda: Aspecto tridimensional da regido caudal da lingua. Grupo controle: (a) Papila valada (*
preto). Grupo mdx: (b) Papila valada (* preto). TCA revelado apds remocéo da superficie epitelial.
Grupo controle: (c) Sulco eliptico (cabeca de seta branca) adjacente ao TCA da papila valada (*
branco). Grupo mdx: (d) TCA da papila valada (* branco) envolto por sulco eliptico (cabeca de seta
branca). Barras: 30 um (b, d), 100 pm (a, c).

5.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

A lingua dos camundongos de ambos 0s grupos foi caracterizada pela presenca de
epitélio escamosos estratificado, lamina prépria e masculo estriado esquelético.

No grupo controle, a camada cOrnea (queratinizada) foi diferenciada por apresentar
células epiteliais sobrepostas, anucleadas e com padrdo serrilhado difuso nas interfaces
intercelulares. Inferiormente, a camada granulosa apresentou células achatadas com grénulos
no citoplasma, inUmeros tonofilamentos e adeséo celular através dos desmossomos (Fig. 19.a).
No grupo mdx foi observada estratificacdo semelhante, camada cérnea com justaposicao de
queratindcitos e inferiormente a camada granulosa com numerosos granulosos no citoplasma
das células (Fig. 19.b). Na camada espinhosa, do grupo controle, foi observada a presenca de

células planas e na camada basal, células com projecBes citoplasmaticas e nucleos ovais
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volumosos (Fig. 19.c). Enquanto no grupo mdx, a camada espinhosa também apresentou células
planas e a camada basal revelou organizacdo em células colunares paralelas com nucleos
elipticos (Fig. 19.d).

Figura 19. Microscopia eletronica de transmissdo da mucosa de camundongos.

Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Grupo controle: (a) Camada queratinizada (q) com padréo serrilhado entre células
(seta branca), abaixo camada granulosa (g), queratindcitos com granulos no citoplasma (*
branco). Grupo mdx: (b) (a) Camada queratinizada (q) com padréo serrilhado entre células (seta
branca), camada granulosa (g) com querato-hialina no citoplasma (* branco) dos
queratindcitos. Grupo controle: (c) Camada espinhosa (e) e nucleo (n) de célula da camada
basal, abaixo Iamina prépria (Ip). Grupo mdx: (d) Camada espinhosa (e), inferiormente a
camada basal, ndcleo de célula da camada basal (n). Barras: 2 um (a, b, d) e 5 um (c).
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Na regido de interface entre a camada basal e 1dmina propria observou-se uma area de
tecido conjuntivo com inameros fibroblastos. Na transi¢do da lamina prépria e da musculatura
do grupo controle foram encontradas fibras nervosas ndo mielinizadas adjacentes a fibras
musculares, disposicao dos sarcomeros em séries e grupamentos mitocondriais subsarcolemais
(Fig. 20.a). No grupo mdx, observou-se uma ampla area com depdsito de tecido conjuntivo e
miocitolise da fibra muscular (Fig. 20.b).

Foram evidenciados invaginacgdes sarcoplasmaticas (feixes de coladgeno) (Fig. 20.c). Na
l&amina propria e na interface do tecido conjuntivo com as células musculares foram observados
extenso comprometimento com alteragdes na relacdo na regido de juncdo, com reducdo das

invaginacdes sarcoplasmaticas (Fig. 20.d).



Figura 20. Microscopia eletrénica de transmissdo do tecido muscular da lingua de camundongos.
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Fonte: Tomiate, 2022.
Legenda: Grupo controle: (a) Fibra muscular (m) e grupamentos mitocondriais subsarcolemais
(* preto) adjacentes a fibras nervosas amielinicas (cabega de seta branca) e ndcleo de célula de
Schwann (n). Grupo mdx: (b) Miocitolise (* preto) de fibras musculares (m), fibroblastos (n)
adjacentes. Grupo controle: (c) Invaginagdes sarcoplasmaticas (setas pretas). Grupo mdx: (d)
Invaginacdo sarcoplasmatica (seta preta). Barras: 2 pm.

43
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6. DISCUSSAO

Os resultados demostraram a morfologia das papilas linguais e o0s aspectos
tridimensionais do tecido conjuntivo associado das papilas. Além das descricdes das
caracteristicas estruturais e ultraestruturais do epitélio, lamina propria e tecido muscular da
lingua de camundongos mdx.

A lingua dos camundongos € essencialmente semelhante a caracterizada por Kobayashi
et al. (1989) e apresenta: apice, corpo e raiz. As regides rostral e medial do corpo da lingua
apresentaram papilas fungiformes e filiformes de formato conico. Na proeminéncia lingual,
foram encontradas apenas papilas filiformes de morfologia triangular. Nas margens da
proeminéncia observaram-se papilas folhadas e na regido caudal uma papila valada.

Distribuidas por toda a extenséo do apice e regides rostral e medial do corpo da lingua
estavam as papilas filiformes de formato cénico, ou seja, apresentaram uma base maior do que
0 apice e ponta arredondada, semelhantes as encontradas em ratos Sprague Dawley
(REGINATO et al., 2014).

Apobs a maceracdo epitelial sob MEV foram revelados TCAs de morfologia conica,
semelhante a descricdo presente na literatura para camundongos (KOBAYASHI et al., 1989) e
ratos Sprague Dawley (REGINATO et al., 2014). Entre o grupo controle e mdx ndo foram
encontradas diferencas nas caracteristicas morfoldgicas e estruturais para as papilas cénicas da
superficie epitelial e TCA.

As papilas fungiformes estavam localizadas adjacentes as papilas filiformes de formato
cbnico e distribuidas principalmente pelas regides rostral e medial do corpo da lingua e possuem
morfologia semelhante & um “cogumelo” assim como em outros roedores (REGINATO et al.,
2014; CIENA et al., 2019).

No topo da papila fungiforme estd presente um botdo gustativo, como revelado pela
microscopia de luz. Sob a técnica de maceragdo epitelial, o TCA apresentou um formato
cilindrico com uma cavidade no topo, essa caracteristica morfolégica corrobora com 0s
resultados de Kobayashi et al. (1989) para camundongos, que a denomina de semelhante a craca
e assemelha-se a outros roedores (KITAJIMA; KOBAYASHI, 1992; REGINATO et al., 2014).
Os grupos controle e mdx ndo apresentaram diferencas morfologicas entre a papila fungiforme
e respectivo TCA.

Na regido caudal do corpo da lingua esta presente a proeminéncia lingual, observaram-
se papilas filiformes com aspecto triangular, ou seja, caracterizadas por uma morfologia

diferente das filiformes das regides rostral e medial. No grupo mdx, as papilas da proeminéncia
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apresentaram pontas fimbriadas diferentemente do grupo controle, aspecto relacionado ao
desgaste que essas papilas, de funcdo mecénica, possuem. Outros roedores como 0s ratos
Sprague Dawley (REGINATO et al., 2014) e 0 moco (Kerodon rupestris) (ARO et al., 2019)
também apresentaram papilas filiformes na regido da proeminéncia lingual. Os TCAs das
papilas filiformes da proeminéncia apresentam morfologia semelhante a “pa” como descritas
por Kobayashi e Iwasaki (1989) para os camundongos.

Na face lateral da proeminéncia lingual, as papilas folhadas foram localizadas
bilateralmente, estas consistem em dobras epiteliais paralelas delimitadas por sulcos profundos.
Sao morfologicamente semelhantes as descrigdes em cutia (CIENA et al., 2013), porquinho-
da-india (CIENA et al., 2019) e camundongos (KOBAYASHI et al., 1989). Apds a remogéo da
superficie epitelial foram reveladas indmeras aberturas de ductos separados por projecdes
laminares como as descritas por Kobayashi et al. (1989). Os grupos apresentaram caracteristicas
semelhantes e as diferencas no nimero de aberturas de ductos podem estar relacionadas com
variacOes individuais.

Medialmente na raiz da lingua, estava presente uma papila valada com morfologia de
domo. A guantidade e forma é semelhante em camundongos (KOBAYASHI et al., 1989) e
ratos Sprague Dawley (REGINATO et al., 2014). A maceracao epitelial revelou a presenca de
um sulco eliptico que delimitou o suporte papilar; e na microscopia de luz, os botdes gustativos
foram localizados profundamente nas paredes laterais assim como na lingua da cutia (CIENA
et al., 2013). O TCA da papila valada apresentava morfologia “alveolar” devido a presenga de
multiplos botdes gustativos conforme descritos por Kobayashi et al. (1989), também
denominados de TCA semelhante a um “favo” (beehive-like).

A estratigrafia epitelial de ambas as linhagens de camundongos foi caracterizada pela
composi¢do das camadas: cdrnea, granulosa, espinhosa e basal. Estas sdo semelhantes
ultraestruturalmente as descritas para a cutia (CIENA et al., 2013), capivara (WATANABE et
al., 2013) e porquinho-da-india (CIENA et al., 2019). Entre os grupos, 0 mdx apresentou maior
justaposicdo de células planas na camada cornea, ademais, as outras camadas epiteliais
apresentaram caracteristicas semelhantes. A analise morfométrica revelou maior espessura no
epitélio do grupo mdx. Essa caracteristica pode estar relacionada a uma maior frequéncia da
renovacao epitelial associada ao desgaste que o epitélio dos camundongos distroficos sofre em
decorréncia do comprometimento dos madsculos associados a mastigacdo (MULLER et al.,
2001; SPASSOV et al., 2010).

A lamina propria foi composta principalmente por tecido conjuntivo com espessura

delgada em toda a extensao lingual. Os tons avermelhados e esverdeados de fibras de colagenos
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apresentam composicgdes semelhantes e estdo presentes em outra regido da cavidade oral como
a lamina propria da mucosa palatina (TOMIATE et al., 2021a; 2021b). Entretanto, o grupo madx
caracterizou-se pela maior intensidade da coloracédo das fibras, demonstrando maior deposicéo
e caracteristico aspecto de fibrose tecidual.

O tecido muscular inferior a lamina prépria do corpo da lingua apresentou diferencas
entre os grupos controle e mdx. No modelo da DMD, observou-se que 0s musculos apresentam
caracteristicas heterogéneas em regides do corpo da lingua, como a presenca de focos
inflamatorios e intussuscepcdo de colageno de coloracdo amarelada na musculatura, esses
aspectos sao algumas das mdultiplas etapas do processo degenerativo muscular (PORTER et al.,
2002; CHAMBERLAIN et al., 2007). Enquanto que, de acordo com Spassov et al. (2010), para
camundongos mdx de 100 dias o tecido muscular permanece inalterado, denotando que a
degeneracdo muscular progressiva afeta a lingua em uma idade mais avancada.

Proximo a raiz da lingua, a ldmina propria estava intimamente associada a grupamentos
glandulares de dois tipos: glandulas mucosas e serosas circundadas por colageno e tecido
muscular, em proximidade as papilas folhadas e valadas. A presenca de coldgeno proximo aos
aglomerados de glandulas é comumente encontrada em outras regides da cavidade oral, como
no palato mole (TOMIATE et al., 2021a; 2021b). A disposicdo do tecido muscular préximo ao
aglomerado de glandulas e a conexdo com as papilas folhada e valada eram semelhantes as
caracteristicas encontradas na lingua de outros mamiferos (CIENA et al., 2013; CIZEK et al.,
2017; CIENA et al., 2019).

Ao contrario do grupo controle, a linhagem mdx teve um comprometimento com
deposito de colageno no tecido muscular adjacente as glandulas, que pode resultar em pseudo-
hipertrofia das glandulas mucosas, enquanto que as glandulas serosas apresentaram reducdo da
area. Em outra patologia que também promove inflamacéo cronica, como na doenca de Chagas,
caracteristicas semelhantes foram encontradas nas glandulas mucosas (BERTOLDO et al.,
2019).

O processo degenerativo muscular foi caracterizado na literatura como diferente em
musculos distintos com a idade influenciando os estagios (ALLEN et al., 2016). A principal
caracteristica um processo ciclico de degeneragdo e regeneracdo, e a formacdo de fibroses
(PASTORET; SEBILLE, 1995; MARTINEZ et al., 2021). Portanto, a lingua de camundongos
mdx com 6 meses de idade apresenta multiplas alteracbes musculares pontuais com diferentes
graus entre as regifes anatdbmicas como miocitolise, diminuicdo das invaginacdes
sarcoplasmaticas e deposicao de colageno. Essas caracteristicas também estiveram presentes

com diferentes intensidades nos musculos mastigatorios como masseter e temporal de 100 dias
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(SPASSQV et al., 2010), e em camundongos mdx de 12 meses com uma degeneracéo do tipo
leve do musculo masseter (MULLER et al., 2001).

As papilas linguais dos grupos controle e mdx ndo apresentaram grandes diferencas
morfoldgicas, portanto a morfologia permanece inalterada mesmo em face do processo
degenerativo da distrofia aos 6 meses de idade. Entretanto, na regido rostral da lingua do grupo
mdx foi observado maior desgaste nas papilas filiformes triangulares e em decorréncia disso
apresentam aspecto de pontas fimbriadas. Essa caracteristica pode estar relacionada ao
comprometimento de musculos associados a mastigacdo conforme descrito por Spassov et al.
(2010), consequentemente devido a menor forga dessas musculaturas promovem indiretamente
uma maior abrasdo e desgaste das papilas filiformes triangulares.

Na DMD, Engel-Hoek et al. (2013) descreveram um aumento da espessura da lingua
destacando a pseudo-hipertrofia desta musculatura, além da diminuicdo de forca da mesma
contra o palato, bem como o comprometimento de outros musculos associados a mastigacéo. A
combinacdo desses fatores compromete a trituracdo de alimentos na cavidade bucal
ocasionando em maior dificuldade na ingestdo de alimentos solidos e possivelmente refletindo
em maior desgaste na mucosa especializada da lingua promovendo maior abrasdo nas papilas

filiformes e frequéncia de renovagdo das células da camada cornea.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que as caracteristicas do epitélio, lamina propria e tecido muscular da
lingua de camundongos mdx aos 6 meses de idade foram evidenciadas. Como reflexo indireto
do processo de degeneracdo na mucosa especializada, houve maior desgaste das papilas
filiformes triangulares da proeminéncia e aumento da espessura epitelial de diferentes regides
da lingua. Na lamina propria, o grupo mdx apresentou maior intensidade da deposicédo de
colageno, inclusive adjacente as glandulas mucosas e serosas. Na regido da submucosa, houve
diminuicdo da area das glandulas serosas e aumento das glandulas mucosas. As fibras
musculares da lingua apresentaram extenso comprometimento em decorréncia do processo de

degenerag@o muscular causado pela auséncia de distrofina.



49

REFERENCIAS

ADNYANE, I. K. M.; ZUKI, A. B.; NOORDIN, M. M.; AGUNPRIYONO, S. Morphological
study of the lingual papillae in the barking deer, Muntiacus muntjak. Anat Histol Embryol, v.
40,n. 1, p. 73-77. 2011.

AGUNGPRIYONO, S.; YAMADA, J.; KITAMURA, N.; NISA, C.; SIGIT, K,
YAMAMOTO, Y. Morphology, of the dorsal lingual papillae in the lesser mouse deer,
Tragulus javanicus. J. Anat.., Great Britain, p. 635-640. dez. 1995.

ALLEN, D. G.; WHITEHEAD, N. P; FROEHNER, S. C. Absence of Dystrophin Disrupts
Skeletal Muscle Signaling: Roles of Ca?*, Reactive Oxygen Species, and Nitric Oxide in the
Development of Muscular Dystrophy. Physiol. Rev., v. 96, n. 1, p. 253-305, 2016.

ALOYSIUS, A.; BORN, P.; KINALI, M.; DAVIS, T.; PANE, M.; MERCURI, E. Swallowing
difficulties in Duchenne muscular dystrophy: indications for feeding assessment and outcome
of video fluoroscopic swallow studies. Eur. J. Paediatr. Neurol., v.12 p. 239-45. 2008.

ALVES, N.; CANDIDO, P. L. Anatomia — Para o Curso de Odontologia Geral e Especifica.
2% Ed. Sao Paulo: Livraria Santos Editora. 2009. p. 263.

ARO, M. M. de; dos SANTOS, A. C.; da SILVEIRA, E. E.; da SILVA LISBOA NETO, A. F,;
de OLIVEIRA, M. F.; de ASSIS NETO, A. C. Morphological tools to evaluate the digestory
appa- ratus in rocky cavy (Kerodon rupestris). Microsc. Res. Tech.. p. 1-13, 2019.

BECKER, R. O.; DA SILVA, M.H.; PEREIRA, G. A. M.; PAVANI, K.K.G.; BRUM, L.F.S.
Anatomia Humana. 1. ed. Porto Alegre: SAGAH, 2018. 560p.

BERALDO-MASSOLI, M. C.; RIBEIRO, P. R. Q.; VIEIRA, L. G.; MENEZES, L. T.; LIMA,
M. O. SOUZA, R. R.; MACHADO, M. R. F.; SANTOS, A. L. Q. Morfologia da lingua e
caracteristicas das papilas linguais de Cuniculus paca (Rodentia: Cuniculidae). Biotemas, vol.
26, n. 4, p. 167-177, dezembro de 2013.

BERTOLDO, B. B.; ETCHEBEHERE, R. M.; FURTADO, T. C. D. S.; FARIA, J. B. D,
SILVA, C. B.; ARAUJO, M. F. D.; RODRIGUES, D. B. R.; PEREIRA, S. A. D. L. Lingual
salivary gland hypertrophy and decreased acinar density in chagasic patients without
megaesophagus. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo, vol. 61, 2019.

BLAKE, D. J.; TINSLEY, J. M.; DAVIES, K. E. Utrophin: A structural and Functional
Comparison to Dystrophin. Brain Pathology, vol. 6., p. 37-47. 1996.

BULFIELD, G; SILLER, W. G.; WIGHT, P. A. L.; MOORE, K. J. X chromosome-linked
muscular dystrophy (mdx) in the mouse. Proc. Natl. Acad. Sci, v. 81, p. 1189-1192, fev. 1984.

BUSHBY, K.; FINKEL, R.; BIRNKRANT, D. J.; CASE, L. E.; CLEMENS, P. R.; CRIPE, L;
KAUL, A.; KINNETT, K.; MCDONALD, C.; PANDYA, S.; POYSKY, J.; SHAPIRO, F.;
TOMEZSKO, J. CONSTANTIN, C. Diagnosis and management of Duchenne muscular
dystrophy, part 1: diagnosis, and pharmacological and psychosocial management. Lancet
Neurol., v. 9, p. 77-93. 2010.



50

CIENA, A. P.; BOLINA, C. S.; ALMEIRA, S. R. Y.; RICI, R. E. G.; OLIVEIRA, M. F.;
SILVA, M. C. P.; MIGLINO, M. A.; WATANABE, I-S. Structural and ultrastructural features
of the agouti tongue (Dasyprocta aguti Linnaeus, 1766). J. Anat., v. 223, p. 152-158, 2013.

CIENA, A. P.; SANTOS, A. C.; VASCONCELQOS, B. G.; RICI, R. E. G.; ASSISS-NETO, A.
C.; ALMEIDA, S.R. Y.; MIGLINO, M. A.; WATANABE, I.-S. Morphological characteristics
of the papillae and lingual epithelium of Guinea pig (Cavia porcellus). Acta Zool., v. 98, p.
53-60. 20109.

CIZEK, P., HAMOUZOVA, P., JEKL, V.; TICHY, F. Light and scanning electron microscopy
of the tongue of a degu (Octodon degus). Anat. Sci. Int., v. 92, 493-499. 2017

CROS, D.; HARNDEN, P.; PELLISSIER, J. F.; SERRATRICE, G. Muscle hypertrophy in
Duchenne muscular dystrophy. J. Neurol., vol. 236, p. 43-47, 1989.

COSTACURTA, L. Anatomia microscépica buco-dental humana. Sdo Paulo: Atheneu
Editora da Universidade de Sdo Paulo, 1979. p. 166.

DECONINCK, N.; DAN, B. Pathophysiology of Duchenne muscular dystrophy: current
hypotheses. J. Pediatr. Neurol., vol. 36, n. 1, p. 1-7. 2007.

DRAKE, R. L.; VOGL, A. W.; MITCHELL, A. W. M. Gray — Anatomia Clinica para
Estudantes. 42 Ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. 2021. p. 960.

EL-BAKARY, N. E. R.; ABUMANDOUR, M. M. A. Morphological studies of the tongue of
the egyptian water buffalo (Bubalus bubalis) and their lingual papillae adaptation for its feeding
habitats. Anat Histol Embryol, v. 46, n. 5, p. 474-486. 2017.

EMERY, A. E. H.; MUNTONI, F.; QUINLIVAN, R. C. M. Duchenne muscular dystrophy.
42 Ed. Oxford: Oxford University Press, 2015. p. 320.

EMURA, S.; HAYAKAWA, D.; CHEN, H.; SHOUMURA, S. Morphology of the dorsal
lingual papillae in the Japanese macaque and savanna monkey. Anat., Histol.,, Embryol., v.
31, n.5, p. 313-316, 2002.

EMURA, S.; OKUMURA, T.; CHEN, H. Morphology of the lingual papillae in the sitatunga.
Okajimas Folia Anat. Jpn., v.88, n. 1, p. 23-27, mai. 2011a.

EMURA, S.; OKUMURA, T.; CHEN, H. Morphology of the lingual papillae in the Patagonian
cavy. Okajimas Folia Anat. Jpn., v. 88, n. 3, p.121-125, nov. 2011b.

EMURA, S.; OKAMURA, T.; CHEN, H. Morphology of the lingual papillae in the roan
antelope. Okajimas Folia Anat. Jpn., v.88, n. 3, p. 127-131, nov. 2011c.

EMURA, S.; OKAMURA, T.; CHEN, H. Morphology of the lingual papillae in the giraffe.
Okajimas Folia Anat. Jpn., v. 89, n. 4, p. 99-103, fev. 2013.

ENGEL-HOEK, L. van den; ERASMUS, C. E.; HENDRIKS, J C M.; GEURTS, A. C. H;
KLEIN, W. M.; PILLEN, S. SIE, L. T.; SWART, B. J. M.; GROOT, I, J, M. Oral muscles are
progressively affected in Duchenne muscular dystrophy: implication for dysphagia treatment.
J. Neurol., v. 260, p. 1295-1303. 2013.



51

ENGEL-HOEK, L. van den; de GROOT, I. J. M,; SIE, L. T.; van BRUGGEN, H. W.; de
GROOT, S. A. F.; ERASMUS, C. E.; van ALFEN, N. Dystrophic changes in masticatory
muscles related chewing problems and malocclusions in Duchenne muscular dystrophy.
Neuromuscular Disord., v. 26, p. 354-360. 2016.

ERDOGAN, S.; SAGSOZ, H. Papillary Architecture and Functional Characterization of
Mucosubstances in the Sheep tongue. Anat. Rec. v. 301, p. 1320-1335. 2018.

GOMES, A. L. O; PINTO, A. N.; GOES, E. R. et al. Desempenho motor e funcional na
Distrofia Muscular de Duchenne: estudo de um caso. J. Health Sci. Inst., Sdo Paulo, v. 29, n.
2, p. 131-135, 2011.

HAEBERLE, H.; LUMPKIN, E. A. Merkel cells in somatosensation. Chem. Percept. v.1,
p.110-118, 2008.

HIAMAE, K. M.; PALMER, J. B. Tongue Movements in feeding and speech. Crit Rev. Oral
Biol. Med., v. 14, n. 6, p. 413-429, 2003.

HIATT, J. L.; GARTNER, L. P. Anatomia Cabeca & Pesco¢o. 4% ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2011. p. 369.

HOFFMAN, E. P.; BROWN, R. H.; KUNKEL, L. M. Dystrophin: The protein product of the
Duchenne Muscular Dystrophy Locus. Cell, v. 51, p. 919-928, 1987.

IWASAKI, S.I. Evolution of the structure and function of the vertebrate tongue. J. Anat., v.
201, n. 1, p. 1-13, 2002.

IGBOKWE, C. O.; MBAJIORGU, F. E. Anatomical and scanning electron microscopic study
of the tongue in the African giant pouched rats (Cricetomys gambianus, Waterhouse). Anat.
Histol. Embryol., vol. 48, p. 455-465. 2019.

JACKOWIAK, H.; GODYNICKI, S. The distribution and structure of the lingual papillae on
the tongue of the bank vole Clethrionomys glareolus. Folia Morphol., v. 64, n. 4, p. 326-333,
2005.

KITAJIMA, K.; KOBAYASHI, K. Light and electron microscopic studies on the lingual
papillae and their connective tissue cores in hamster. Jpn. J. Oral Biol., v. 34, p. 503-530.
1992

KOBAYASHI, K. Three-dimensional architecture of the connective tissue core of the lingual
papillae in the Guinea pig. Anat. Embryol., v. 182, n. 3, p. 205-213. 1990.

KOBAYASHI, K.; IWASAKI, S. Comparative studies on the stereo architecture of the
connective tissue papillae in some mammalian tongues. Prog. Clin. Biol. Res., vol. 295, p.
303-308. 1989.

KOBAYASHI, K.; KUMAKURA, M.; SHINKAI, H.; ISHII, K. Three-dimensional fine
structure of the lingual papillae and their connective tissue cores in the human tongue.
Kaibogaku Zasshi (J. Anat.). v. 69, n. 5, p. 624-635, out. 1994.



52

KOBAYASHI, K.; MIYATA, K.; TAKAHASHI, K.; IWASAKI, S. Three-dimensional
architecture of the connective tissue papillae of the mouse tongue as viewed by scanning
electron microscopy. Kaibogaku Zasshi (J. Anat.), v. 64, n. 6, 523-538. 19809.

KOBAYASHI, K.; TOH, H.;TOMO, S.; IDEGUCHI, T.; NAGAMOTO, S.; KIKUCHI, N.;
ITOH, R. Scanning electron microscopic study on the lingual papillae in the Manchurian
chipmunk, Tamias sibiricus asiaticus. Okajimas Folia Anat Jpn, v. 69, n. 2-3, 139-43.

KILINC, M.; ERDOGAN, S.; KETANI, S.; KETANI, M. A. Morphological study by scanning
electron microscopy of the lingual papillae in the middle east blind mole rat (Spalax ehrenbergi,
Nehring, 1898). Anat., Histol., Embryol., v. 39, n. 6, p. 509-515. 2010.

KUMAR, S.; BATE, L. A. Scanning electron microscopy of the tongue papillae in the pig (Sus
scrofa). Microsc. Resch Tech., v. 63, p. 253-258, 2004.

MARANHAO-FILHO, P.; VINCENT, M. Guillaume-Benjamin Duchenne: a miserable life
dedicated to science. Arg. Neuropsiquiatr, v. 77, n. 6, p. 442-444, 2019.

MARTINEZ, G. Z.; GRILLO, B.; ROCHA, L. C.; JACOB, C.; PIMENTEL NETO, J,;
TOMIATE, A. N.; BARBOSA, G. K.; WATANABE, I.; CIENA, A. P. Morphological Changes
in the Myotendinous Junction of mdx Mice. Microsc. Microanal., v. 27, n. 5, p. 1290-1294.
2021.

MART[NEZ, M. M.; WATANABE, I.; MARTINEZ, F. E.; BASS, N. A.; RIBEIRO, O,
GREGORIO, E. A. Scanning Electron Microscopy study of the hard palatine mucosa of
opossum (Didelphis albiventris). Rev. chil. Anat., v.15, n.1, 1997.

MOORE, K. L.; DALLEY, A. F; AGUR, A. M. R. Clinically Oriented Anatomy. 8 Ed.
Filadélfia: Wolters Kluwer. 2018. p. 1168.

MORAES, F. M.; FERNANDES, R. C. S. C.; MEDINA-ACOSTA, E. Distrofia Muscular de
Duchenne: relato de caso. Revista cientifica da Faculdade de Medicina de Campos, v. 6, n.
2, p. 11-15, 2011.

MULLER, J.; VAYSSIERE, N.; ROYUELA, M.; LEGER, M.E.; MULLER, A.; BACOU, F.;
PONS, F.; HUGON, G.; MORNET, D. Comparative evolution of muscular dystrophy in
diaphragm, gastrocnemius and masseter muscles from old mdx mice. J. Muscle Res. Cell
Motil., v. 22, p. 133-139. 2001.

MUNGER, B. L.; IDE, C. The structure and function of cutaneous sensory receptors. Arch.
Histol. Cytol. v. 51, n. 1, p. 1-34, 1988.

NAKANO, T. NaOH Cell maceration/Scanning electron microscopic studies on the
architecture of the lamina propria of the mouse palate. Auris Nasus Larynx, v. 19, n. 2, p. 133-
142,1992.

NAKANO, T. NaOH Cell maceration/Scanning electron microscopic studies on the connective
tissue core in the incisive portion of the mouse had palate. Auris Nasus Larynx, v. 22, n. 1, p.
29-37, 1995.



53

NASR, E. S.; GAMAL, A. M.; ELSHEIKH, E. H. Light and scanning electron microscopic
study of the dorsal lingual papillae of the rat Arvicanthis niloticus (Muridae, Rodentia). J. Am.
Sci., v. 8, n. 4, p. 619-627, 2012

NETTER, F. H. Atlas de Anatomia Humana. 72 ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2018. 672 p.

PANE, M.; VASTA, |.; MESSINA, S. et al. Feeding problems and weight gain in Duchenne
muscular dystrophy. Eur. J. Paediatr. Neurol., v. 10, p. 231-236, 2006.

PASTORET, C.; SEBILLE, A. Age-related differences in regeneration of dystrophic (mdx) and
normal muscle in the mouse. Muscle & Nerve, v. 18, n. 10, p. 1147-1154. 1995.

PORTER, J. D.; KHANNA, S.; KAMINSKI, H. J.; RAO, J. S.; MERRIAM, A. P,
RICHMONDS, C.R.; LEAHY, P.; LI, J.; GUO, W.; ANDRADE, F. H. A chronic inflammatory
response dominates the skeletal muscle molecular signature in dystrophin-deficient mdx mice.
Hum. Mol. Genet., v. 11, n. 3, p. 263-272. 2002.

REGINATO, G. S.; BOLINA, C. S.; WATANABE, I; S.; CIENA, A. P. Three-Dimensional
Aspects of the lingual papillae and their connective tissue cores in the tongue of rats: A scanning
electron microscope study. Sci. World J.. 2014.

REGINATO, G. S.; BARBOSA, G. K.; FERREIRA, A. O.; VASCONCELOS, B. G.; RICI, R.
E. G.; WATANABE, I.; CIENA, A. P. Morphological and ultrastructural characteristics of the
tongue of wild boar. Eur. J. Histoch., [S. 1], v. 64, n. 2, 2020.

SANDERS, 1.; MU, L. A three-dimensional atlas of human tongue muscles. Anat. Rec.
(Hoboken). v. 296, n. 7, p. 1102-1114, 2013.

SANTOS, B. F. Criacdo e Manejo de Camundongos. In: ANDRADE, A.; PINTO, S. C;
OLIVEIRA, R. S. (org.). Animais de Laboratorio - criacdo e experimentacdo. Rio de Janeiro:
Editora Fiocruz, 2002. p. 115-118.

SEIXAS, S. L.; LAGROTA-CANDIDO, J.; SAVINO, W.; QUIRICO-SANTOS, T.
Importancia do camundongo mdx na fisiopatologia da distrofia muscular de Duchenne. Arg.
Neuropsiquiatr. v. 55, n.3, p. 610-617, 1997.

SHINDO, J.; YOSHIMURA, K.; KOBAYASHI, K. Comparative morphological study on the
stereo-structure of the lingual papillae and their connective tissue cores of the American beaver
(Castor canadensis). Okajimas Folia Anat. Jpn., v. 82, n.4, p. 127-137, 2006.

SPASSOV, A.; GREDES, T.; GEDRANGE, T.; LUCKE, S.; PALVOLIC, D.; KUNERT-
KEIL, C. Histological changes in masticatory muscles of mdx mice. Arch. oral biol, v. 55, p.
318-324. 2010.

TEOFILO, T.S.; MORAIS, M. R. P. T.; PORTO, M. L.; CAVALCANTI, D. M. L. P.; DINIZ,
A. N.; FONTENELE-NETO, J. D. Structural features and lamellar mechanoreceptors of the
collared peccary’s tongue (Pecari tajacu, Linnaeus 1758). Medicina Veterinaria (UFRPE),
Recife, v.13, n.1, p.70-74, (jan-mar) 2019.

TOMIATE, A. N.; BARBOSA, G. K.; ROCHA, L. C.; VASCONCELOQS, B. G.; de
ALMEIDA, S. R. Y.; MIGLINO, M. A.; WATANABE, I.; CIENA, A. P. Structural and



54

ultrastructural characterization of the palatine epithelium of the Guinea pig: A new record of
telocytes in the oral cavity. Microsc. Res. Tech., v. 84, p. 1621-1627. 2021a.

TOMIATE, A.; BARBOSA, G.; ROCHA, L.; de ALMEIDA, S.; de OLIVEIRA, M.;
WATANABE, I.; CIENA, A. Structural and Ultrastructural Characteristics of the Red-Rumped
Agouti (Dasyprocta leporina—Linnaeus, 1758) Palatine Epithelium. Microsc. Microanal., v.
27, n. 3, p. 645-649. 2021b.

UNSALDI, E. Macroscopic and light microscopic structure of fungiform papillae on the tongue
of squirrels (Sciurus vulgaris). Kafkas Universitesi Veteriner Fakultesi Dergisi, v. 16, n.1,
p. 115-118, 2010.

UTIYAMA, C.; WATANABE, I.; KONIG-JR, B.; KOGA, L. Y.; SEMPRINI, M.; TEDESCO,
R. C. Scanning electron microscopic study of the dorsal surface of the tongue of Calomys
callosus mouse. Ann. Anat., v. 177, n. 6, p. 569-572, 1995.

VAINZOF, M.; AYUB-GUERRIERI, D.; ONOFRE, P. C. G.; MARTINS, P. C. M.; LOPES,
V. F.; ZILBERZTAIN, D.; MAIA, L. S.; SELL, K.; YAMAMOTO, L. U. Animal Models for
Genetic Neuromuscular Diseases. J. Mol. Neurosci., v. 34, p. 241-248. 2008.

WATANABE, I.; HAEMMERLE, C. A. S.; DIAS, F. J.; CURY, D. P.; SILVA, M. C. P,;
SOSTHINES, M. C. K.; SANTOS, T. C.; GUIMARAES, J. P.; MIGLINO, M. A. Structural
Characterization of the Capybara (Hydrochaeris hydrochaeris) Tongue by Light, Scanning, and
Transmission Electron Microscopy. Microsc. Res. Tech. v. 76, p. 141-155, 2013.

ZHENG, J.; KOBAYASHI, K. Comparative morphological study on the lingual papillae and
their connective tissue cores (CTC) in reeves’ muntjac deer (Muntiacus reevesi). Ann. Anat..
v. 188, n. 6, p. 555-564. 2006.



55

ANEXO | — Producéo cientifica.
Titulo: Structural and Ultrastructural Changes in the Tongue of mdx Mice.

Autores: TOMIATE, A. N., BARBOSA, G. K., RICI, R. E. G., de ALMEIDA, SR. Y.,
WATANABE, I., CIENA, A. P.

Revista: Microscopy and Microanalysis. Fator de Impacto: 4.1.

Doi: https://doi.org/10.1017/S1431927622000022

Microscopy and Microanalysis (2022), 1-8
doi:10.1017/51431927622000022

Microscopy e
Microanalysis

Original Article
Structural and Ultrastructural Changes in the Tongue of mdx Mice

André N. Tomiate! ¢, Gabriela K. Barbosa! (7, Rose E. G. Rici? (), Sonia Regina Y. de Almeida?, li-sei Watanabe??

and Adriano P. Ciena®*

Laboratério de Morfologia e Atividade Fisica (LAMAF), Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Rio Claro, Sao Paulo, Brasil; 2Departamento

de Cirurgia, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil and *Departamento de Anatomia, Instituto de Ciéncias
édicas - ICB Ill, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, Brasil

Abstract

The mdx mouse is an experimental model of Duchenne muscular dystrophy, a genetic disorder characterized by progressive muscular
degeneration which affects the oral cavity musculature, and promotes difficulty in swallowing. This study aimed to describe morphological,
structural, and ultrastructural changes in the tongue mucosa and musculature of mdx mice. Forty six-month-old mice were divided into two
groups: Control C57bl/10 (= 20) and mdx C57bl/10™“ (n = 20). The tongue was dissected and analyzed with light microscopy, scanning
electron microscopy, and transmission electron microscopy techniques. Our results showed conical and triangular filiform, fungiform, foli-
ate, and vallate papillae, and their connective tissue cores. The epithelium layers identified were corneum, granulosum, spinosum, and
basale. The mdx group had a thicker epithelium. Lamina propria was composed of reddish and greenish collagen. In mdx, collagen was
present in the musculature of the tongue’s body and in the muscular tissue between mucous and serous glands of the caudal region.
Musculature was also characterized by a shorter length of sarcoplasmic invaginations, myocytolysis in mitochondrial groupings, and inflam-
matory focus. In conclusion, the tongue of 6-month-old mdx mice had morphology, structure, and ultrastructure revealed, showing higher
wear of filiform papillae indirect reflex from the muscular degeneration process.

Key words: animal model, connective tissue cores, Duchenne muscular dystrophy, lingual papillae, muscular degeneration, rodents
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Introduction The isogenic mdx (muscular dystrophy X-chromosome-

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a disorder linked to the inked) motses lineage 45 msed asian animal model to study

X chromosome that causes progressive muscle degeneration due
to changes in the gene that encodes dystrophin, a protein in the
membrane of muscle cells (Hoffman et al., 1987).

The dystrophin deficiency compromises the subsarcolemmal
integrity and consequently promotes cycles of muscle degenera-
tion and regeneration (Allen et al, 2016). This characteristic
causes fiber size modification, tissue necrosis, and stimulates the
deposition of interstitial fibrous connective tissue and intramus-
cular adipose tissue, these changes cause motor impairment
(Cros et al., 1989; Deconinck & Dan, 2007).

The early stages of DMD report disorders with mastication
and it worsens with aging (van den Engel-Hoek et al., 2016).
The musculature associated with chewing and swallowing is pro-
gressively affected and causes feeding difficulties (Pane et al.,
2006; Aloysius et al., 2008). Moreover, the reduction in the tongue
musculature strength provides less pressure against the palate and
makes it difficult to swallow solid foods (van den Engel-Hoek
et al., 2013).

*Corresponding author: Adriano P. Ciena, E-mail: adriano.ciena@unesp br

Cite this article: Tomiate AN, Barbosa GK, Rici REG, de Almeida SRY, Watanabe
Ti-sei, Ciena AP (2022) Structural and Ultrastructural Changes in the Tongue of mdx
Mice. Microsc Microanal. doi:10.1017/S1431927622000022

DMD (Bulfield et al.,, 1984; Vainzof et al, 2008). The previous
studies demonstrate the changes of muscles involved in mastica-
tion such as the masseter, temporal, and tongue of 100-day-old
mdx mice (Spassov et al, 2010) and degeneration of
26-month-old mdx mice tongue (Chamberlain et al., 2007), but
not lingual mucosa morphological structures. Thus, the repercus-
sions of DMD on the tongue specialized mucosa and its relation
to the musculature have not yet been elucidated.

The present study aimed to describe changes in the structural
and ultrastructural morphological characteristics of the epithe-
lium, lamina propria, and musculature of the tongue of mdx mice.

Materials and Methods
Animals

Forty six-month-old mice from two strains were used: Control
group—C57bl/10 (1=20) and mdx group—C57bl/10™* (n =20).
The animals were allocated in the Animal Bioterium of the
Anatomy Laboratory, Biosciences Institute, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Rio Claro, Sio Paulo (SP), Brazil. The Ethics
Committee on the Use of Animals of the UNESP (no. 2381/2021)
approved the procedures. The animals were euthanized with an
overdose of Ketamine (50 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg), ip.
injection, and the tongues were dissected by ventral incision.
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Light Microscopy and Morphometry

The samples (n =5 per group) were dehydrated in an increasing
series of alcohols (70% to absolute) and included in histological
paraffin. We made sagittal and transverse sections (6 um thick-
ness) and stained them with the techniques of Hematoxylin and
Eosin (HE) and Picrosirius Red (PSR). We analyzed the PSR sec-
tions under polarized light and obtained the images with a light
microscope (Carl Zeiss Microimaging, Axioskop 40, Gottingen,
Germany) at the Biosciences Institute of the UNESP, Rio Claro,
SP, Brazil.

Morphometric analyses were performed in both groups to
measure the epithelial thickness of the tongue body median
region (n =125 per group) and of the lingual prominence region
(n =125 per group). We performed the D’Agostino and Pearson
test to verify the normality of the data and both variables resulted
in non-normal distribution, wherefore we analyzed the data with
the Mann-Whitney test with a significance level of p <0.05.

The proportion of the tongue and the serous and mucous
glands area (n=25 per group) were measured. We performed
the Shapiro-Wilk test to verify the normality of the data and
both variables resulted in non-normal distribution; therefore,
the data were analyzed with the Mann-Whitney test, and the sig-
nificance level assumed was p < 0.05.

All mensuration was made through Image]™ (Bethesda, MD,
USA) software, and statistical analysis was performed with
GraphPad Prism 9.3.0 software.

Scanning Electron Microscopy

The samples (n=10 per group) were fixed in a modified
Karnovsky solution (2.5% glutaraldehyde, 2% paraformaldehyde,
in 0.1 M sodium cacodylate solution, pH 7.4) for 24 h at 4°C
(Watanabe et al.,, 2013). The samples were separated into two pro-
cesses, epithelial surface analysis (n=>5 per group) and character-
ization of the lamina propria tridimensional aspect, also
denominated as connective tissue cores (CTCs) (n=5 per
group). For the CTC analysis, samples were macerated by immer-
sion in a 10% sodium hydroxide (NaOH) for 4 days at room tem-
perature (Ciena et al., 2019). Then, they were rinsed and
immersed in daily changes of distilled water for 3 days at 4°C.

After, all samples were postfixed in 1% osmium tetroxide sol-
ution, dehydrated in an increasing series of alcohols (70% to abso-
lute), dried at a critical point dryer (Balzers CPD-030) with liquid
CO, (Barbosa et al., 2020), mounted on stubs, and coated with
gold (Balzers 040 SDC). All the samples were examined by scan-
ning electron microscopy (LEO 435 VP, Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany) at the Department of Surgery, Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo, Sao
Paulo, SP, Brazil.

Transmission Electron Microscopy

We performed transversal sections (2 mm?) in the tongue for
ultrastructural analysis. Samples (n =5 per group) were fixed in
a modified Karnovsky solution (containing 2.5% glutaraldehyde
and 2% paraformaldehyde in phosphate buffer saline solution
to 0.1 M, pH 7.3) (Martinez et al., 2021). Then, the samples
were postfixed in 1% osmium tetroxide, at 4 °C, and in 5% uranyl
acetate solution at room temperature, dehydrated in an increasing
series of alcohols (70% to absolute), immersed in propylene oxide,
and embedded in Spurr™ resin.

André N. Tomiate et al.

The ultrathin sections were collected in 200-mesh (EMS™),
the analyzed area was stained with 1% toluidine blue, and the cop-
per grid was contrasted with 4% uranyl acetate solution and 0.4%
lead citrate aqueous solution (Ciena et al., 2019). The copper grids
were examined with a transmission electron microscope (JEOL
1010, JEOL Ltd, Tokyo, Japan), Institute of Biomedical
Sciences-III, University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP, Brazil.

Results

The tongue dorsolateral regions of both groups were anatomically
divided into apex, body, lateral, and root. The lingual body pre-
sented a median sulcus and a subtle lingual prominence in the
caudal tongue region. There were filiform and fungiform papillae
in the apex and body, filiform papillae in the lingual prominence.
Four foliate papillae were observed bilaterally in the tongue lateral
margin, and one vallate papilla was medially located in the caudal
region (Fig. 1).

Light Microscopy

The tongue body of the Control group had fungiform papillae
among short filiform papillae caudally directed, the epithelium
was keratinized and thick (89.25+18.50 um); lamina propria

Vallate

Filiform

Fig. 1. Dorsolateral overview of the mice tongue. Anatomically characterized by apex
(A), body (B), root (R), and lateral (L). The body had filiform and fungiform papillae, a
medial sulcus (S), and lingual prominence (P). Medially located in the caudal region a
vallate papilla. Highlighted the foliate papillae on the tongue lateral sides. Scale bar:
1mm.
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(a) (b)

(© ()

Fig. 2. Light micrograph. Control group: (a) fungiform papillae with a gustative bottom at the top (*) around filiform papillae (black arrow) in the lingual body. (b) In
the lingual prominence filiform papillae (black arrow) with its papillary support (white arrow). In mdx group: (c) fungiform papillae and its gustative bottom at the
top (*) and filiform papillae (black arrow) of the lingual body. (d) Filiform papillae (black arrow) and below the papillary support (white arrow) in the prominence.
Control group: (e) lamina propria was composed of reddish and greenish collagen (white *). (f) Tongue muscle tissue (m) with peripheral nuclei. In mdx group: (g)
lamina propria had greenish collagen and was mainly composed of reddish collagen (white *). (h) Inflammatory focus (if) in the muscle tissue (m). Stain: HE (a-d,f,
h) and PSR under polarized light (e,g). Scale bars: 50 um (f,h), 100um (a-e), and 500 um (g).

located below had projections in the epithelium (Fig. 2a). In the
lingual prominence were located filiform papillae, those were
also directed to the caudal region, lamina propria formed the pap-
illary support, fungiform papillae were absent, and epithelium was
also keratinized and thick (80.13 +18.15 um) (Fig. 2b).

While in the mdx group, the epithelium of the tongue’s body
was keratinized and thicker (97.61 +21.62 um) than the Control
group tongue’s body median region (p <0.05), lamina propria
had similar features with papillary support in filiform and fungi-
form papillae (Fig. 2c). The lingual prominence only had filiform
papillae, and epithelium was thicker (99.41+27.83 um) in mdx
than the Control group prominence ( p < 0.05) (Fig. 2d).

The Control group lamina propria stained with PSR analyzed
under polarized light was primarily composed of greenish and
reddish collagen and, under this region, the tongue skeletal stri-
ated muscle had an association of yellowish and greenish collagen
near the transition with lamina propria (Fig. 2¢). The musculature
was characterized by short muscle fibers (Fig. 2f).

In the mdx group, the lamina propria was mainly composed of
reddish and greenish collagen; in some samples, the musculature
was similar to the control group, although in other specimens dis-
persed yellowish collagen was present between and within muscu-
lar fibers near the lamina propria-musculature transition
(Fig. 2g). The muscle tissue had short fibers, mostly with periph-
eral nuclei and regions of nuclei conglomerate characterizing an
inflammatory focus (Fig. 2h).

Bilaterally located in the caudal region, foliate papillae had epi-
thelial four-folds delimited by deep grooves with taste buds on the
sidewalls (Fig. 3a). In the tongue dorsal caudal region, the vallate
papilla had a central projection delimited by clefts with lateral
gustatory buds (Fig. 3b). Furthermore, in the mdx group, foliate
(Fig. 3c) and vallate (Fig. 3d) papillae were morphologically
similar.

The submucosa of the caudal region presented glands group-
ings of two kinds: serous and mucous. Those were absent in the
rostral and medial regions, and whereas near-associated to foliate

and vallate papillae. The serous glands were located more rostrally
in relation to mucous glands. In the Control group, the gland
clusters were surrounded by muscle tissue (Fig. 3e), and stained
with PSR analyzed under polarized light was evidenced in high
magnification yellowish and reddish collagen slightly involving
the salivary glands (Fig. 3f).

The mdx group had a similar muscular disposition around the
gland clusters (Fig. 3g). However, the PSR stain under polarized
light demonstrated in a low magnification the presence of reddish
collagen in lamina propria and of greenish color collagen distrib-
uted throughout the caudal region and deposited in the muscula-
ture associated with the gland clusters (Fig. 3h).

The proportion of the tongue and the glandular area presented
differences between groups. In the Control group, the serous glands
proportion was bigger (35 + 4 um?) than mdx (29 + 11 um?®), and
the difference was statistically significant ( p < 0.05). For mucous
glands, the proportion in the Control group (39+7 um?®) was
smaller than the mdx (46 +12 um?), and the group difference
had statistical significance (p < 0.05).

Scanning Electron Microscopy

In the tongue’s body, the Control group had conical-shape fili-
form papillae with a single tip and among them were present fun-
giform papillae with a mushroom-like morphology (Fig. 4a). The
lingual prominence had filiform papillae characterized by a trian-
gular shape mainly with a blunt tip (Fig. 4b). While in the mdx
group, the tongue’s body had similar features (Fig. 4c), however,
the triangular-shaped papillae observed in the lingual prominence
had several pointed processes (Fig. 4d).

In the Control group tongue’s body, conical filiform papillae
had conical CTCs with a single tip, and fungiform papillae were
characterized by a protrusion with a papillary cavity for the
taste bud, described as a barnacle-like morphology (Fig. 4e).
The papillae in the lingual prominence had a shovel-like CTC,
as the CTC of the body’s filiform papillae mostly with a unique
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Fig. 3. Light micrography. Control group: (a) foliate papillae (arrow) and sidewalls taste buds (*). (b) Vallate papilla taste buds (*). In mdx group: (c) foliate papillae
(arrow) and taste buds (*) on the sidewalls. (d) Vallate papilla taste buds (*). Control group: (e) caudal portion tongue mucous (m) and serous (s) glands. (f) The
glands region was involved by collagen (white *) and musculature. In mdx group: (g) serous (s) and mucous (m) glands clusters. (h) The tongue caudal portion
presents greenish collagen (white *) within the muscular tissue involving glands. Stain: HE (a-e,g) and PSR under polarized light (f,h). Scale bars: 50 um (f), 200 um

(a-d), and 500 um (e,gh).

Control

Fig. 4. Scanning electron micrograph. Epithelial surface: control group: (a) fungiform papilla (*) among conical filiform papillae (arrows). (b) Triangular-shape fili-
form papillae (arrowhead) from lingual prominence. In mdx group: () conical filiform papillae (arrows) around fungiform papilla (*). (d) In the lingual prominence
triangular filiform papillae with several pointed processes (arrowhead). Connective tissue cores (CTCs): control group: (e) CTCs from the fungiform papilla with a
gustative pore (white*) among CTCs from the conical filiform papillae (white arrow). (f) CTCs from the triangular filiform papillae (white arrowhead) of the lingual
prominence. In mdx group: (g) the CTCs from the fungiform papilla with a gustative bud at the top (white *) were surrounded by conical filiform papillae CTCs
(white arrow). (h) The CTCs from the triangular filiform papillae (white arrowhead) of the lingual prominence. Scale bars: 30 um (a,c,e-h) and 100 um (b,d).

tip, albeit some had double tip morphology (Fig. 4f). In the mdx
group, the CTC papillae in the tongue’s body were like control
(Fig. 4g), and for those in lingual prominence, the shovel-like
CTCs had one tip, but the presence of bifid and trifid tips was
more common than in the Control group (Fig. 4h).

In the caudal region of the Control group, we found the foliate
papillae bilaterally located on the lateral margin near the tongue
root, which consisted of epithelial folds delimited by parallel
grooves (Fig. 5a). Medially in the tongue’s dorsal caudal region
was a single vallate papilla with a dome-like morphology sur-
rounded by a narrow sulcus (Fig. 5b). The mdx group also had

foliate papillae in both sides of the tongue’s lateral region
(Fig. 5¢); caudally and medially the tongue dorsal region had
one vallate papilla with a less concave aspect than the Control
group and was surrounded by a sulcus (Fig. 5d).

In the Control group, foliate CTCs had irregular oval grooves
delimited by laminar projections (Fig. 5e); vallate CTC was sur-
rounded by an elliptical sulcus and characterized by the central
projection with multiple taste bud cavities (Fig. 5f). In contrast,
the mdx group had a similar aspect with foliate CTCs (Fig. 5g),
and vallate CTC had the same morphology, also described as
an alveolus shape or honeycomb-like (Fig. 5h).
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Fig. 5. Scanning electron micrograph. Epithelial surface: control group: (a) foliate papilla groove (arrow). (b) Vallate papilla (*). In mdx group: (c) foliate papilla
groove (arrow). (d) Vallate papilla (*). Connective tissue cores (CTCs): control group: (e) The CTC of foliate papilla opening duct (white arrow). (f) Vallate papilla
CTC (white *) surrounded by an elliptical sulcus (white arrowhead). In mdx group: (g) opening of the foliate papillae CTC (white arrow). (h) Elliptical sulcus (white
arrowhead) and the CTC of the vallate papilla (white *). Scale bars: 30 um (d,g,h) and 100 um (a-c,ef).

Transmission Electron Microscopy

The ultrastructure of both groups was characterized by the pres-
ence of epithelial layers: corneum, granulosum, spinosum, and
basale, below which were observed the lamina propria and mus-
cular tissue.

In the Control group the corneum stratum, the first epithelial
layer was distinguished by overlapping epithelial cells and joined
by numerous desmosomes. These cells showed a diffuse serrated
pattern in the interface with adjacent cells. The granular layer
had flattened cells with granules in the cytoplasm, countless tono-
filaments, and cell adhesion through the desmosomes (Fig. 6a). In
the spinous layer, the main character was the presence of flat cells;
in the basal layer, keratinocytes with bulky oval nuclei and cyto-
plasm projections (Fig. 6b).

While the mdx group had similar stratification, the corneum
stratum was seen to contain juxtaposed keratinocytes, several des-
mosomes, and a granular layer with cell’s cytoplasm numerous
granulous internally (Fig. 6¢c). Furthermore, the spinous layer
was composed of flat cells, and the basal layer was organized as
columnar cells mediated with elliptic nuclei (Fig. 6d).

In the interface region between the lamina propria and the
basal layer, a large area of connective tissue was observed, with
numerous fibroblasts and blood capillaries. In the transition of
lamina propria and musculature of the Control group, we found
unmyelinated nerve fibers between muscle fibers, the sarcomeres
disposition in series, and subsarcolemmal mitochondrial group-
ings (Fig. 6e). Also, sarcoplasmic invaginations (bundles collagen)
were in evidence (Fig. 6f).

In the mdx group, we observed a connective tissue deposit
large area. The muscle tissue revealed myocytolysis in mitochon-
drial conglomerates (Fig. 6g). We saw that, at the lamina propria
and the connective tissue interface in the muscle cells, a great
compromise with changes in the relationship between this region
of junction, with reduction of collagen fiber bundles, beyond
the sarcoplasmic invaginations presented a decrease in length
(Fig. 6h).

Discussion

Our results showed the morphology of lingual papillae and the
three-dimensional aspects of CTCs; also, we noted the structural
and ultrastructural mdx mice tongue characteristics of the epithe-
lium, lamina propria, and muscular tissue. We reported changes
in the musculature and an indirect reflex in the papillae
morphology.

The dorsolateral mice’s tongue as described by Kobayashi et al.
(1989) was anatomically characterized by apex, body, root, and
lateral. The specialized mucosa had filiform papillae with
mechanical functionality, and papillae with gustatory functions
as fungiform, foliate, and vallate. The lamina propria was com-
posed of collagen and had a three-dimensional aspect with mor-
phological features, and deeper were present tongue musculature
and glandular tissues.

The tongue had a keratinized stratified squamous epithelium
and under transmission electron microscopy analysis the epithelial
stratigraphy of both groups revealed the composition of four strata:
corneum, granulosum, spinosum, and basale, and was ultrastruc-
turally similar to those described for other rodents (Kitajima &
Kobayashi, 1992; Ciena et al., 2013; Watanabe et al., 2013; Ciena
et al,, 2019). Between groups, mdx had a higher juxtaposition of
flatter cells in the corneum stratum, which suggests an epithelial
cell renewal due to greater wear. Furthermore, the other layers
had similar characteristics. Under light microscopy and morpho-
metric analysis, the epithelium of the mdx group was appointed
with a greater thickness in the median region of the tongue body
and in the lingual prominence, and this feature may indicate a
reflex of muscular dystrophy in the tongue epithelium.

The lamina propria was mainly composed of collagen and had
thin thickness throughout the tongue body. The PSR stain associ-
ated with the polarized light enables the characterization of colla-
gen fibers coloration, and lamina propria of both groups had
reddish and greenish collagen. This composition was similar to
those present in other regions of the rodent’s oral cavity as the
palatine lamina propria (Tomiate et al., 2021a, 2021b).
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Fig. 6. Transmission electron micrograph of the tongue. Control group: (a) keratinized layer was composed of keratinocytes joined by desmosomes (white arrow),
and granulous (white *) in the granular layer. (b) spinous (s) layer associated with the basal layer evidenced by cuboid cells and its nucleus (n), and interfaced with
lamina propria. In mdx group: (c) The keratinized layer, keratinocytes were connected by desmosomes (white arrow) and in the granular layer were evidenced
granulous (white *). (d) flat cells of the spinous (s) and nucleus (n) of a basal layer cell. Control group: (e) muscular tissue (m) and mitochondrial groupings
(*) near associated with unmyelinated nerve fibers (white arrowhead) and schwann cell nucleus (n). (f) sarcoplasmic invaginations (arrows). In mdx group:

(g) myocytolysis in the mitochondrial groupings (*) of the muscular tissue (m) near

2um (a, c-h) and 5 um (b).

In the regions, apex and rostral and medial body of the tongue
were located conical-shape filiform and fungiform papillae, and
its superficial characteristics and CTCs were described by
Kobayashi et al. (1989). The filiform papillae of this region were
similar to those found in the Sprague Dawley rat (Reginato
et al,, 2014), and fungiform papillae had a mushroom-like mor-
phology with a taste bud at the top. The conical filiform CTC
had an also conical aspect and fungiform CTC had a cylindrical
shape and on the top a cavity that allocates a taste bud, this pap-
illary support was barnacle-like (Kobayashi et al., 1989) and mor-
phologically similar to other rodents (Kitajima & Kobayashi,
1992; Reginato et al., 2014). Lingual papillae and its CTCs of
the tongue’s body of both groups were resemblant.

The lingual prominence located in the caudal region of the
tongue body was such as described for mice (Kobayashi et al.,
1989), and this characteristic is also present in other rodent spe-
cies (Emura et al., 2011; Reginato et al,, 2014; Ciena et al,, 2019; de
Aro et al,, 2019; Igbokwe & Mbajiorgu, 2019). In this region of the
tongue’s body, fungiform papillae were absent and our results
showed filiform papillae with different morphology, triangular-
shaped filiform, those were distributed throughout the promi-
nence and other rodents had conical filiform papillae with similar
distribution in this region (Reginato et al., 2014; de Aro et al.,
2019). The CTC of triangular papillae had a shovel-like morphol-
ogy similar to that described by Kobayashi & Iwasaki (1989) for
mice. Between the Control and mdx groups, the presence of
bifid and trifid tips were more common in the CTC papillae of
the DMD murine model.

The muscular tissue under the tongue’s body mucosa was dif-
ferent in the Control and mdx groups. In the DMD model, the

fibroblasts (n). (h) The sarc ic inv

ions (arrow). Scale bars:

musculature had heterogeneous features, the degenerative process
is characterized as different in distinct muscles with age influenc-
ing degeneration stages (Pastoret & Sebille, 1995; Chamberlain
et al, 2007). The main feature consists of a cyclic process of
degeneration and regeneration of the musculature, and it was evi-
denced in our results by the myocytolysis; as a result of this
chronic inflammation process, an increase of collagen deposition
and tissue fibrosis formation occurs (Chamberlain et al., 2007;
Martinez et al., 2021).

The musculature of the mdx group had inflammatory fod and
when stained with PSR and analyzed by light microscopy under
polarized light was revealed yellowish collagen deposition involving
the musculature. Those characteristics were unlike those found by
Spassov et al. (2010) in 100-day-old mdx mice, which have no sig-
nificant changes. While, in 26-month-old mdx mice tongue, the
effects of dystrophin absence are expressed with loss of muscle fibers
and fibrosis due to the muscular necrosis and replacement by col-
lagen (Chamberlain et al, 2007). The descriptions in the literature
and our results denote that progressive muscle degeneration and
collagen deposition affect the tongue at least after 6-month-old age.

The dorsolateral region of the tongue caudal portion had bilat-
erally located foliate papillae and medially, in the dorsal portion, a
unique vallate papillae. Foliate papillae consist of epithelial
grooves with taste buds on the sidewalls, as in red-rumped agouti
(Ciena et al., 2013), and were morphologically similar to guinea
pigs (Ciena et al., 2019). After epithelial exfoliation, the revealed
CTC had several opening ducts, separated by laminar projections
similar to those described by Kobayashi et al. (1989). The control
and mdx morphologies were different in the number of opening
ducts related to individual variations.

Downloaded from https://www.cambridge.org/core. IP address: 187.183.43.58, on 24 Jan 2022 at 12:09:10, subject to the Cambridge Core terms of use, available at https://www.cambridge.org/core/terms.
https://doi.org/10.1017/51431927622000022

60



Microscopy and Microanalysis

The medially located vallate papilla was dome-like and similar
to the description, amount, and localization for mice (Kobayashi
et al., 1989). The epithelial maceration revealed the presence of an
elliptical sulcus which delimited the papillary support; and in
light microscopy, taste buds were located on the sidewalls, as in
red-rumped agouti (Ciena et al., 2013). The vallate CTC had an
alveolus morphology due to the presence of multiple taste buds
as in Kobayashi et al. (1989), denominated as beehive-like CTC.

In the caudal region of the tongue, the submucosa had glandu-
lar groupings of two types: serous and mucous glands. Both gland
types were surrounded by collagen and associated with the mus-
culature and also were connected to foliate and vallate papillae like
the tongue of other rodents (Ciena et al., 2013; Ciena et al., 2019).

The relation between the tongue and the glandular area were
different between groups, the Control group had a higher area
of serous glands, while the mdx group had a larger area of mucous
glands. Unlike the Control group, the mdx had a massive commit-
ment of greenish collagen in the muscular tissue near the glands;
this feature was also seen in the tongue of other pathologies that
promote chronic inflammation such as Chagas disease (Bertoldo
et al., 2019).

These features may indicate atrophy of serous glands in the
DMD model and the hypertrophy of mucous glandular tissue
may be caused by the higher collagen deposition in this area, pro-
viding a larger appearance to those glandular groupings charac-
terizing a pseudohypertrophy, a very common feature in DMD
(van den Engel-Hoek et al, 2013) and in its animal models
(Porter et al., 2002; Chamberlain et al., 2007).

The tongue of the mdx group also had various similarities to
the Control, indicating a non-uniformity of the degenerative pro-
cess (Pastoret & Sebille, 1995; Chamberlain et al, 2007).
Therefore, our analysis showed the tongue of 6-month-old mdx
mice with multiple muscle punctual changes, different degrees
among anatomic regions such as myocytolysis, collagen deposi-
tion, and smaller sarcoplasmic invaginations. These characteris-
tics were also present in different rates in other masticatory
muscles, such as masseter and temporal in 100-day-old
(Spassov et al., 2010), and 12-month-old mdx mice with a mild
type of degeneration of the masseter (Muller et al,, 2001).

Lingual papillae of the Control and mdx groups did not have
significant morphological differences. Therefore, in most parts
of the tongue, the morphology appears unchanged even in the
face of the dystrophy degenerative process at 6-month-old age.
Although in the tongue’s rostral portion of the mdx group was
found higher wear in the triangular filiform papillae, and stratum
corneum had a higher cell juxtaposition, those may be related to
the commitment of other muscles associated with chewing as
described by Spassov et al. (2010) and consequently promoting
a higher abrasion and wear of the triangular papillae.

Conclusions

In conclusion, the tongue mucosa and the musculature of the mdx
mice showed alterations due to the dystrophic process. The epi-
thelium was thicker and triangular-shaped papillae of lingual
prominence had higher wear indicated an indirect effect of the
degenerative process. Muscular degeneration and collagen deposi-
tion within the muscular fibers were in evidence. The glandular
area had alterations, serous were smaller characterizing atrophy,
and mucous was bigger which may indicate a pseudohypertrophy
due to collagen deposition.
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