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RESUMO 
 

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é caracterizada pela falta de distrofina, proteína 

estrutural do sarcolema que promove a sua estabilização. Em ausência de distrofina, ocorre 

aumento da permeabilidade ao cálcio e conseqüente mionecrose. Músculos como tibial anterior, 

sóleo, diafragma e esternomastóide sofrem ciclos de mionecrose e regeneração muscular. Por 

outro lado, os músculos extra-oculares (EO) não apresentam degeneração, sendo protegidos da 

falta da distrofina. A atividade das proteínas ligadas ao Ca++ pode ser um dos mecanismos 

envolvidos para explicar tal proteção. Nossos resultados revelaram aumento significativo do 

conteúdo da calmodulina (CaM) e quinase da cadeia leve de miosina (MLCK) no músculos EO 

mdx quando comparado ao controle. A quantidade da calpaína 1 dos músculos EO distróficos foi 

igual ao controle, confirmando a ausência do processo de degeneração muscular.  Também 

verificamos se alterações no padrão de distribuição dos receptores de acetilcolina (ACh) e dos 

terminais nervosos, observadas em junções neuromusculares distróficas, são decorrentes da falta 

da distrofina ou da regeneração da fibra muscular. O padrão de distribuição dos receptores ACh 

nos músculos retos e oblíquos distróficos, não mostraram alteração quando comparados ao 

controle. No músculo retrator do bulbo mdx (parcialmente afetado pela distrofia) 56% dos 

receptores apresentaram padrão de distribuição alterado. Nossos resultados sugerem que a 

distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteínas (CDG), não estão diretamente envolvidos na 

organização dos receptores nos músculos EO.  
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ABSTRACT 

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is characterized by the lack of dystrophin, structural 

protein that provides stability to the sarcolemma. In the absence of dystrophin, causes increased 

calcium permeability, leading to myonecrosis. Tibialis anterior, soleus, diaphragm and 

stermomastoid muscles undergoes myonecrosis and regeneration cycles. However, extraocular 

muscles (EO) do not show degeneration and are spared of the lack of dystrophin.  We 

investigated whether this protection is related to an activated of calcium-binding proteins.  Ours 

results showed significantly increased of calmodulin (CaM) and of the myosin light chain kinase 

(MLCK) in the mdx EO compared to control muscles.  Calpain quantity in the dystrophic EO was 

equal of the control, confirmed the lack of the degeneration muscular processed. We also 

investigated whether changes in acetylcholine (Ach) receptor distribution at the neuromuscular 

junction and the nerve terminal, showed in the dystrophic neuromuscular junction, which could 

be correlated to the lack of dystrophy or the muscle fiber regeneration. Distribution ACh receptor 

in the dystrophic rectus and oblique exhibited no changes compared to control.  In mdx retractor 

bulbi (partial affected by the dystrophy) 56% of the receptor exhibited distribution altered. Taken 

together, the results suggest the dystrophin or the dystrophin-glycoprotein complex does not 

influence the distribution of acetylcholine receptors at the neuromuscular junction of spared EO.    
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LISTA DE ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

ACh = acetilcolina 

Ca++ = cálcio 

CaM = calmodulina 

CDG = complexo distrofina-glicoproteína 

CT = controle 

DHP = receptor de diidropiridina 

DIA = diafragma 

DMD = distrofia muscular de Duchenne 

EO = extra-ocular 

EO- =  extra-oculares protegidos (retos e oblíquos)  

EO+ = extra-oculares protegidos e afetados   

JNM = junção neuromuscular 

Mdx = X chromosome-linked muscular dystrophy 

MLCK = quinase de cadeia leve da miosina 

PMCA = Ca++ - ATPase da membrane plasmática 

RyR = receptor de rianodina 

SERCA = Ca++ - ATPase do retículo sarco/endoplasmático 

SOL = sóleo 

STN = esternomastóide 

TA = tibial anterior 
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A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença recessiva ligada ao cromossomo 

X que manifesta os primeiros sinais clínicos no início da infância, afetando os músculos cardíaco, 

esquelético e liso (ENGEL et al., 1994). Caracteriza-se pela falta da distrofina, proteína estrutural 

do sarcolema que desempenha papel importante na manutenção de sua estabilidade (HOFFMAN 

et al., 1987; BONILLA et al., 1988; KOENING;  KUNKEL, 1990) e em processos de sinalização 

celular (RANDO, 2001; MARQUES, 2004). 

A ausência da distrofina causa instabilidade do sarcolema, aumento da entrada de cálcio e 

consequente mionecrose (FONG et al., 1990; TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996; 

ALDERTON; STEINHARDT, 2000). Nos camundongos mdx, modelo experimental para a 

DMD, a mionecrose é observada nos músculos da pata, da mastigação, diafragma e 

esternomastóide. Por outro lado, os músculos extra-oculares não apresentam degeneração 

muscular, sendo “protegidos” da falta de distrofina (KHURANA et al., 1995; PORTER;  

BAKER, 1996; ANDRADE et al., 2000).  

O estudo dos músculos extra-oculares (EO) é importante para o entendimento da distrofia 

muscular, visto que o comportamento destes músculos sugere que a falta da distrofina parece não 

ser essencial para que ocorra a mionecrose. Os mecanismos pelos quais os músculos extra-

oculares são protegidos ainda não são conhecidos, sendo que uma das possibilidades seria a 

habilidade intrínseca desses músculos em manter a homeostase do cálcio (KHURANA et al., 

1995). 

O cálcio (Ca++) é um dos mais importantes mensageiros intracelulares. Alterações na 

concentração do cálcio citosólico e sua ligação com proteínas e enzimas específicas são 

essenciais para a contração muscular, secreção, plasticidade neural, metabolismo celular e 

transcrição gênica (BERCHTOLD et al., 2000; MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002).  
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Dentre as proteínas ligadas ao Ca++ destacamos a calmodulina, considerada sensor de Ca++  

(VOGEL, 1994). Ela modula diretamente a atividade das proteínas quinase e fosfatase (NAIRN; 

PICCIOTTO, 1994; TOKUWA et al., 1995), dos canais de íons (SAIMI; KUNG, 1994) e da 

óxido nítrico sintase (REILING et al., 1996). Está envolvida nos processos de proliferação 

celular, endocitose, adesão celular e contração de músculo liso (ARTALEJO et al., 1996; 

KUHLMAN et al., 1996).  

Experimentos mostram que na ausência da calmodulina ocorre agravamento da 

mionecrose no músculo sóleo de camundongos distróficos, devido à diminuição da expressão da 

utrofina (CHAKKALAKAL et al., 2006), proteína que compartilha de seqüência gênica similar à 

encontrada na distrofina (LOVE et al., 1989).   

O Ca++ liberado durante a contração muscular pode ativar proteínas quinases dependentes 

do complexo Ca++/calmodulina, como a quinase da cadeia leve da miosina, que fosforila a 

miosina (SWEENEY et al., 1993; KAMM; STULL, 2001) aumentando o número de pontes 

cruzadas, potencializando a contração em fibras musculares de contração rápida (ZHI et al., 

2005).  

Além disso, o aumento da concentração de Ca++ no citosol também ativa proteases 

dependentes de Ca++, denominadas calpaínas, que se ligam ao citoesqueleto e em proteínas da 

membrana, sendo importantes no processo de degeneração / regeneração para degradação de 

proteínas musculares e reorganização do citoesqueleto (RUEGG et al., 2002; OTANI et al., 

2004).  

No presente trabalho, levantamos a hipótese que nos músculos extra-oculares distróficos, 

que não apresentam mionecrose, os mecanismos de tamponamento do cálcio seriam mais 
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eficazes, possivelmente por haver maior quantidade da calmodulina e/ou haver diminuição da 

calpaína, impedindo a degeneração das fibras musculares. 

A distrofina faz parte de um complexo de proteínas e glicoproteínas (complexo distrofina-

glicoproteína – CDG), sendo que a ausência de uma proteína modifica a expressão de várias 

outras, supondo a interdependência entre a distrofina e demais moléculas deste complexo 

(GILLIS, 1999; DURBEEJ et al., 2000; HACK et al., 2000; GALBIATI et al., 2001). Por estar 

relacionada à estabilidade do sarcolema, a distrofina também está envolvida na manutenção da 

organização das dobras juncionais do sarcolema pós-sináptico da junção neuromuscular, onde os 

receptores de acetilcolina (ACh) estão agrupados (OHLENDIECK et al., 1991; BEWICK et al., 

1992, RUFF, 2003).  

Alterações na distribuição dos receptores de ACh são observadas nas junções 

neuromusculares de camundongos mdx, podendo ser conseqüência do processo de  regeneração 

muscular observado nos músculos distróficos (MINATEL et al., 2001, 2003; MARQUES et al., 

2006; MARQUES et al., 2007a) e não pela ausência da distrofina. 

Outra hipótese levantada nesse trabalho é que o padrão de distribuição dos receptores de 

ACh nos músculos extra-oculares distróficos seria normal, visto que esses músculos não 

apresentam regeneração muscular decorrente da mionecrose. 
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Quantificar as proteínas calmodulina e quinase da cadeia leve da miosina e a protease 

calpaína nos músculos extra-oculares distróficos, que não apresentam mionecrose na ausência da 

distrofina, e em outros músculos afetados pela DMD.  

 Analisar se as alterações no padrão de distribuição dos receptores de acetilcolina e dos 

terminais nervosos dos músculos distróficos estão relacionadas à falta da distrofina ou são 

decorrentes da regeneração muscular, tal como sugerimos em trabalhos anteriores (MINATEL et 

al., 2001, 2003). 
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3.1 DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD) 

A DMD é uma das patologias mais comuns que envolvem lesões musculares (ENGEL et 

al., 1994; KHURANA et al., 1995). É uma doença recessiva ligada ao cromossomo X que se 

manifesta no início da infância, incapacitando o indivíduo de andar próximo da puberdade, 

levando a morte por volta dos 20 anos de idade, geralmente por broncopneumonia e/ou falência 

cardíaca (ENGEL et al., 1994; MILLER; HOFFMAN, 1994). Afeta 1 em cada 3.500 meninos 

nascidos vivos (BRIGUET et al., 2004) e, segundo dados da Associação Brasileira de Distrofia 

Muscular (ABDIM), estima-se que a cada ano aproximadamente 113 crianças nasçam 

portadoras de distrofia muscular somente na cidade de São Paulo 

(http://www.abdim.org.br/dg_numeros.php, acesso em 14/09/2007). 

A DMD é causada por uma mutação no gene da distrofina, localizado no braço curto do 

cromossomo X, na região Xp21. Em aproximadamente 60% dos pacientes afetados pela DMD 

ocorre a deleção de DNA (MILLER; HOFFMAN, 1994) e nos 40% dos casos restantes, ocorre 

um defeito menor, denominado de mutação de ponto (CHATURVEDI et al., 2001). 

A mutação no gene resulta na ausência da distrofina, proteína estrutural do sarcolema que 

desempenha papel importante na manutenção de sua estabilidade (HOFFMAN et al., 1987; 

BONILLA et al., 1988), conferindo proteção contra danos que podem ocorrer durante a contração 

muscular (HARRIS et al., 1996) e está envolvida nos processos de sinalização celular (para 

revisão vide RANDO, 2001; MARQUES, 2004). 

A biopsia do músculo esquelético de pacientes com DMD revela a mionecrose ou 

degeneração da fibra muscular. Observa-se também, em algumas fibras, a presença de núcleo 

central, característico do processo de regeneração muscular realizado pelas células satélites 
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(SCHMALBRUCH, 1984; McDOUALL et al., 1990). A regeneração ocorre na fase inicial da 

doença e é limitada, pois com a progressão do quadro as fibras musculares gradativamente são 

substituídas por tecido conjuntivo e adiposo (BOCKHOLD et al., 1998).  

Os sintomas iniciais são fraqueza dos músculos da cintura pélvica e posteriormente da 

cintura escapular. À medida que a doença evolui, as contraturas e deformidades limitam os 

movimentos das articulações do pé, tornozelo, joelho e cotovelo. O indivíduo apresenta 

dificuldade para subir escadas, caminhar e, para levantar-se do chão, o faz de forma segmentada, 

numa atitude conhecida como “levantar miopático” (WALTON, 1994). Nos últimos anos de 

evolução da doença ocorre importante comprometimento da musculatura intercostal, além da 

escoliose acentuada e comprometimento cardíaco, sendo a utilização de ventilação mecânica 

freqüente nessa fase, na tentativa de melhorar a qualidade de vida do portador da DMD 

(WALTON, 1994; JEPPESEN et al., 2003).   

Avanços no conhecimento dos fenômenos biológicos envolvidos na DMD ocorrem 

devido à existência de modelos experimentais para a distrofia muscular. Dentre estes, destaca-se 

a linhagem de camundongos mdx (X chromosome-linked muscular dystrophy; BULFIELD et al., 

1984). Estes camundongos apresentam miopatia degenerativa hereditária ligada ao cromossomo 

X, com ausência da distrofina, como observada no humano. É um modelo experimental muito 

utilizado pelo baixo custo e fácil manutenção. Entretanto, a miopatia do mdx difere da doença 

humana, pois machos e fêmeas são afetados (TORRES; DUCHEN, 1987) e seus músculos 

regeneram sucessivamente após um período de mionecrose. No animal jovem e adulto o ciclo de 

degeneração / regeneração é vigoroso, mas no animal idoso o processo de regeneração diminui, 

persistindo a mionecrose (PASTORET; SEBILLE, 1995).   
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3.2 COMPLEXO DISTROFINA-GLICOPROTEÍNAS   

A distrofina é uma proteína estrutural de 427 kDa, localizada na face citoplasmática do 

sarcolema (ZUBRZYCKA-GAARN et al., 1988). O domínio carboxila terminal da distrofina 

liga-se diretamente a proteína transmembrana β-distroglicana (IBRAGHIMOV-

BESKROVNAYA, 1992). O domínio amina terminal da distrofina liga-se a F-actina 

citoplasmática, formando uma ligação mecânica entre o sarcolema e a miofibrila (RYBAKOVA 

et al., 2000)  

 A distrofina é considerada um dos componentes centrais do complexo distrofina-

glicoproteínas – CDG (Figura 1), sendo que a ausência dessa proteína modifica a expressão de 

várias outras, supondo a interdependência entre a distrofina e este complexo (GILLIS, 1999; 

DURBEEJ et al., 2000; HACK et al., 2000; GALBIATI et al., 2001).  

 

Figura 1 – O complexo distrofina-glicoproteína (CDG). Os principais componentes do 
CDG são o complexo de sarcoglicanas (Sarcoglycan α, β, γ e δ), o complexo de distroglicanas 
(Dystroglycan α e β) e a distrofina (Dystrophin). Através da ligação da laminina no sítio 
extracelular do sarcolema e da ligação da actina (Actin) no sítio citoplasmático, o complexo 
promove estabilidade do sarcolema durante as mudanças mecânicas que acompanham a 
contração muscular. Óxido nítrico sintase neuronal (NOS), distrobrevina (Dystrobrevin), 
sintrofina (α-syn e β-syn), filamina (Filamin) e sarcospan (SSN) são proteínas adicionais 
associadas a distrofina (modificado de McNALLY; PYTEL, 2007).      
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Outra proteína ligada ao CDG, a utrofina, destaca-se por apresentar estrutura e função 

homólogas a distrofina (LOVE et al., 1989; BLAKE et al., 1996). O domínio da amina terminal 

da utrofina liga-se a F-actina e o domínio carboxila terminal liga-se ao CDG através da β-

distroglicana. A utrofina está presente no sarcolema do feto, na fibra muscular em regeneração de 

animais mdx e na junção neuromuscular de músculo adulto normal (BLAKE et al., 2002). 

Estudos realizados em camundongos mutantes para a distrofina e utrofina revelam agravamento 

no quadro da distrofia muscular, quando comparados aos camundongos mdx (GRADY et al., 

1997), sugerindo que a utrofina pode compensar, parcialmente, a ausência da distrofina (LOVE et 

al., 1989; GRADY et al., 1997). 

O CDG é considerado um complexo multifuncional envolvido na sinalização celular, com 

importante papel no mecanismo de defesa e na regulação da sobrevivência da célula (RANDO, 

2001).  Além disso, o complexo serve para ancorar a fibra muscular na matriz extracelular, onde 

destaca-se o papel da distrofina no mecanismo de estabilização do sarcolema (HOFFMAN et al., 

1987; BONILLA et al., 1988; KOENING; KUNKEL, 1990; MENKE; JOCKUSCH, 1991, 1995; 

PASTERNAK et al., 1995).   

 

3.3 O CÁLCIO NA DISTROFIA MUSCULAR 

Duas hipóteses são levantadas para explicar  as  mudanças  patológicas  decorrentes  da  

ausência da distrofina: a hipótese da ruptura da membrana plasmática e a hipótese do aumento do 

influxo de Ca++ através de canais específicos da membrana plasmática (McARDLE et al., 1994; 

GILLIS, 1999). 
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De acordo com a hipótese da ruptura da membrana, o sarcolema da fibra distrófica é mais 

susceptível a lesões. Análises realizadas no plasma sanguíneo mostram aumento na concentração 

de proteínas citoplasmáticas específicas do músculo estriado, como a mioglobulina, em pacientes 

portadores de DMD (ZELLWEGER et al., 1972; FLORENCE et al., 1985; ENGEL et al., 1994) e 

nos camundongos mdx (GLESBY et al., 1988; McARDLE et al., 1994), antes mesmo do início da 

degeneração da fibra muscular. A concentração da creatina quinase, enzima específica da fibra 

muscular, pode ser até 100 vezes maior nos pacientes de DMD quando comparado ao indivíduo 

normal (ZELLWEGER et al., 1972).  

Em contrapartida, as rupturas do sarcolema permitem a entrada de grandes quantidades de 

Ca++ do meio extracelular para o interior da fibra distrófica, aumentando a atividade de proteases, 

levando a mionecrose (FONG et al., 1990; TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996; 

ALDERTON;  STEINHARDT, 2000).  

Considerando essa hipótese, a contração muscular intensa torna-se um agravante na 

DMD, pois a força mecânica exercida no músculo aumenta as áreas de ruptura do sarcolema, 

tornando-o mais frágil e permeável (PETROF et al., 1993). O portador de DMD deve ser 

orientado a realizar suas atividades com o menor esforço possível, pois movimentos simples 

como subir escada ou pular corda, se realizadas de forma exagerada, podem acelerar o processo 

de mionecrose.  

A segunda hipótese sobre as mudanças patológicas na distrofia relaciona-se ao aumento 

do influxo de Ca++ através de canais específicos da membrana plasmática da fibra muscular 

(HOPF et al., 1996; TUTBIDI et al., 1999). O nível elevado de Ca++ intracelular livre no citosol 

foi observado em miotubos e fibras musculares de portadores de DMD (BODENSTEINER; 

ENGEL, 1978; JACKSON et al., 1985; MONGINI et al., 1988) e de camundongos mdx 
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(TURNER et al., 1988; FONG et al., 1990; TURNER et al., 1991; BAKKER et al., 1993; 

TURNER et al., 1993; HOPF et al., 1996; TUTDIBI et al., 1999). Entretanto, esse assunto traz 

controvérsia, pois outros estudos não evidenciam o aumento na concentração de Ca++ livre no 

citosol, nas fibras musculares de portadores de DMD e camundongos mdx (HEAD, 1993; 

RIVET-BASTIDE et al., 1993; GAILLY et al., 1993; PRESSMAR et al., 1994; 

LEIJENDEKKER et al., 1996).  

Os canais específicos de Ca++, como os canais ativados por contração isométrica (stretch-

activated channel - SAC) (FRANCO-OBREGON; LANSMAN, 2002; WHITEHEAD et al., 

2006), canais que operam segundo o estoque de Ca++ (store-operated channel – SOC) 

(VANDEBROUCK et al., 2001, 2002) e canais que permitem saída de Ca++ (Ca++ leak channel) 

(FONG et al., 1990) aumentam suas atividades nas fibras musculares de camundongos mdx, 

permitindo maior influxo de Ca++, o que ativa proteínas e/ou enzimas dependentes de Ca++, 

levando a degeneração da fibra muscular. 

Outros possíveis mediadores da mionecrose seriam as espécies reativas de oxigênio 

(EROs), pois os músculos distróficos apresentam aumento na sua produção, causando 

peroxidação lipídica que precede a necrose (DISATNIK et al., 1998). As EROs aumentam a 

ativação do fator nuclear de transcrição (NF-kappaB), responsável pela regulação da expressão de 

citocinas pro-inflamatórias, como interleucinas e fator de necrose tumoral (TNF-α) (KUMAR;  

BORICK, 2003). 

Os parâmetros histológicos mais usados para caracterizar a distrofia no camundongo mdx 

são a determinação da porcentagem de fibras com núcleo central, a variabilidade no tamanho das 

fibras musculares e acúmulo de tecido conjuntivo (BRIGUET et al., 2004).  
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Tais alterações são observadas na maioria dos músculos esqueléticos do animal mdx, 

sendo os mais estudados os músculos da pata, da mastigação, diafragma e esternomastóide. Os 

músculos extra-oculares principais (retos superior, inferior, lateral e medial, e oblíquos superior e 

inferior) não apresentam sinais de mionecrose, acúmulo de tecido conjuntivo ou núcleo central, 

sendo protegidos dos efeitos da falta de distrofina (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER, 

1996; ANDRADE et al., 2000). Entretanto, os músculos extra-oculares acessórios (levantador da 

pálpebra e retrator do bulbo) são parcialmente afetados pela distrofia, fato constatado pela 

presença do núcleo central (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et 

al., 2000; MARQUES et al., 2007a).  

Nos músculos da pata de animais mdx jovens e adultos a mionecreose é compensada pelo 

alto índice de regeneração. No animal idoso (65 a 104 semanas de vida) ocorre redução 

importante do processo regenerativo com consequente aumento da mionecrose (PASTORET; 

SEBILLE, 1995). Tal fato pode ser atribuído à redução progressiva do número de células satélites 

e a diminuição da capacidade de proliferação e fusão daquelas células já existentes, como 

também pela diminuição da função fagocitária das células inflamatórias (ZACKS; SHEFF, 1982).     

   

3.4 MÚSCULOS EXTRA-OCULARES  

Os músculos extra-oculares (EO) são responsáveis pelo controle dos movimentos dos 

olhos e exibem diferenças fundamentais em relação aos demais músculos esqueléticos, no que se 

refere ao tipo de inervação, morfofisiologia da junção neuromuscular, classificação das fibras 

musculares e propriedades mecânicas (PORTER et al., 1995; BRON et al., 1997). Essas 

diferenças os tornam susceptíveis a determinadas doenças, como a miastenia grave e protegidos 
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de outras, como na DMD (KHURANA et al., 1995; YU WAI MAN et al., 2005, MARQUES et 

al., 2007a).      

Uma das características anatômicas dos músculos EO é a organização laminar em 

camadas, apresentando uma camada delgada mais externa denominada de orbital (adjacente aos 

ossos que constituem a órbita) e outra camada mais espessa e interna denominada global 

(adjacente ao nervo óptico). As camadas apresentam diferenças no diâmetro das fibras 

musculares, no padrão de inervação, na vascularização e atividade metabólica (MAYR, 1971; 

PORTER et al., 1991; PORTER et al., 1995; BRUECKNER et al., 1996).  

Segundo as características metabólicas e o tipo de inervação (MAYR, 1971; SPENCER; 

PORTER, 1988), as fibras dos músculos retos e oblíquos são assim classificadas (PORTER, 

1995): 

⇒ orbital mono-inervada: corresponde a 80% das fibras dessa camada, com 

características de fibras de contração rápida e inervação presente na porção média de cada fibra. 

⇒ orbital poli-inervada: corresponde a 20% das fibras dessa camada, exibe vários 

terminais nervosos distribuídos ao longo da fibra.  

⇒ global vermelha mono-inervada: corresponde a 33% das fibras dessa camada, 

apresentam contração rápida e alta resistência à fadiga. 

⇒ global intermediária mono-inervada: corresponde 24% das fibras dessa camada, 

apresentam contração rápida e moderada resistência à fadiga. 

⇒ global branca mono-inervada: corresponde a 33% das fibras dessa camada, apresentam 

contração rápida, com junções neuromusculares largas e baixa resistência à fadiga. 
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⇒ global poli-inervada: corresponde a 10% das fibras, apresenta vários terminais 

nervosos distribuídos ao longo da fibra. Achados fisiológicos indicam o tipo de contração lenta.   

Os músculos levantador da pálpebra e retrator do bulbo (presente em algumas espécies de 

animais), não exibem essa organização em camadas, como também não apresentam fibras com 

poli-inervação (PORTER et al., 1995). Diferente dos retos e oblíquos, que não são afetados pela 

ausência da distrofina, os músculos levantador da pálpebra e retrator do bulbo dos camundongos 

mdx sofrem o processo de degeneração / regeneração, caracterizado pela presença do núcleo 

central em aproximadamente 50% das fibras de um animal adulto (KARPATI et al., 1988; 

ANDRADE et al., 2000; MARQUES et al., 2007a).   

Inicialmente, acreditava-se que os músculos protegidos poderiam apresentar maior 

expressão de utrofina, podendo compensar funcionalmente a ausência da distrofina (LOVE et al., 

1989). Porter et al. (2003) compararam a expressão gênica de alguns componentes do CDG em 

músculos da pata e EO e observaram aumento da expressão da utrofina nas fibras do tipo orbital 

mono-inervada, orbital poli-inervada e global poli-inervada. Entretanto, nos demais tipos de fibra 

tal aumento não foi significativo, sugerindo que os músculos EO apresentam propriedades 

constitutivas, e não adaptativas, na proteção a mionecrose.  

Uma das possibilidades para explicar a proteção contra a mionecrose dos músculos EO 

principais (retos e oblíquos) distróficos seria a habilidade intrínseca desses músculos em manter a 

homeostase do Ca++ (KHURANA et al., 1995).  Contudo, os mecanismos pelos quais os 

músculos extra-oculares mantêm a homeostase ainda não são esclarecidos. 
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3.5 A JUNÇÃO NEUROMUSCULAR  

A junção neuromuscular (JNM) é o local de contato entre o terminal nervoso motor e a 

fibra muscular. Apresenta 3 compartimentos: (1) o compartimento pré-sináptico, onde estão 

presentes o terminal nervoso e a célula de Schwann terminal, que envolve a porção não sináptica 

do terminal; (2) o compartimento extracelular, preenchido pela lâmina basal juncional; (3) o 

compartimento pós-sináptico, que compreende o sarcolema juncional com os receptores de 

acetilcolina (ACh) e o sarcoplasma juncional, que proporciona suporte estrutural e metabólico 

para a região pós-sináptica  (ENGEL et al., 1994).  

O sarcolema pós-sináptico é pregueado, contendo dobras juncionais com cerca de 1µm de 

profundidade (HALL; SANES, 1993). Na dobra juncional existem duas regiões distintas: o ápice, 

onde os receptores de ACh estão agrupados e o fundo, onde estão os canais de sódio responsáveis 

de geração do potencial de ação. No ápice das dobras também existem proteínas, que servem de 

ligação entre o sarcolema e o citoesqueleto da fibra muscular, mantendo a estrutura das dobras 

juncionais. Entre essas proteínas destacam-se a distrofina, que através da ligação com o CDG une 

o citoesqueleto abaixo do sarcolema à membrana basal (RUFF, 2003) e a utrofina, co-localizada 

aos receptores de ACh (OHLENDIECK et al., 1991).  A utrofina pode ser uma das moléculas do 

citoesqueleto responsável por organizar e estabilizar o domínio citoplasmático dos receptores de 

ACh (TAKEMITSU et al., 1991).  

Estudos realizados em camundongos mostram que durante o desenvolvimento da JNM, os 

receptores ACh aparecem estruturalmente distribuídos em placas compactas e permanecem com 

esta forma até aproximadamente 2 a 3 dias pós-natal (STEINBACH, 1981; BALICE-GORDON; 

LICHTMAN, 1993; MARQUES et al., 2000). A seguir, ocorrem falhas no interior dessas placas 
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até que os receptores atingem seu padrão de distribuição da fase adulta, ou seja, em braços 

contínuos (BALICE-GORDON; LICHTMAN, 1993; MARQUES; SANTO NETO, 1998; 

MARQUES et al., 2000), com o terminal nervoso co-localizado.  

A maioria das fibras musculares são mono-inervadas e suas junções localizam-se no terço 

médio do músculo. No entanto, o padrão de distribuição dos receptores observado nos músculos 

normais de animais adultos é perdido nos músculos distróficos (TORRES; DUCHEN, 1987; 

LYONS; SALTER, 1991). Anormalidades estruturais ocorrem na JNM de animais mdx, 

principalmente no componente pós-sináptico. Observam-se redução na profundidade da fenda 

sináptica (TORRES; DUCHEN, 1987), diminuição na marcação da acetilcolinesterase  (LYONS; 

SLATER, 1991), alterações no turnover dos receptores de ACh (XU; SALPETER, 1997) e no 

padrão de distribuição dos receptores (LYONS; SLATER, 1991; MINATEL et al., 2003).  

Na JNM distrófica, os braços contínuos apresentam-se quebrados, formando pequenos 

aglomerados de receptores, classificados como “ilhas” (BALICE-GORDON; LICHTMAN, 1993; 

MARQUES; SANTO NETO, 1998; MARQUES et al., 2000, 2005; MINATEL et al., 2001, 

2003).  

Estudos realizados em camundongos normais que receberam injeções do anestésico local 

lidocaína, que provoca degeneração da fibra muscular (BENOIT;  BELT, 1970), demonstraram o 

mesmo padrão de distribuição dos receptores ACh encontrado nos animais mdx, ou seja, em 

“ilhas”. Tais resultados sugerem que, aparentemente, a falta da distrofina não está envolvida no 

padrão de distribuição dos receptores ACh (MINATEL et al., 2001).    
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3.6 O CÁLCIO E PROTEÍNAS LIGADAS AO CÁLCIO 

O cálcio (Ca++) é um dos mais importantes mensageiros intracelulares. Alterações na 

concentração do cálcio citosólico são essenciais para a contração muscular, secreção, plasticidade 

neural, metabolismo da célula e transcrição gênica (MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002). 

No músculo esquelético, a contração muscular se inicia quando a ACh cria um potencial 

de ação que se propaga através do sarcolema, alcançando os túbulos T. Os receptores sensíveis à 

voltagem diidropiridina (DHP) abrem os canais de Ca++ do retículo sarcoplasmático adjacente, 

denominados receptores de rianodina (RyR) (Fig. 2). O Ca++ se espalha no citosol, combina-se 

com a troponina expondo os sítios de ligação da actina, iniciando a contração.  Quando a fibra 

muscular está relaxada, o Ca++ em excesso livre no citosol é normalmente transportado para o 

interior do retículo sarcoplasmático através da Ca++-ATPase do retículo sarco/endoplasmático 

(SERCA) ou para fora da célula pela Ca++-ATPase da membrana plasmática (PMCA) (RUEGG 

et al., 2002). 
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Figura 2. Receptor de rianodina e sua função na liberação de Ca++. A interação entre o 
receptor de diidropiridina (DHP) e o receptor rianodina (RyR), responsável pela liberação do Ca++ 
do retículo sarcoplasmático, conectam as membranas tubular e do retículo sarcoplasmático. O Ca++ 
liberado do reírculo sarcoplasmático via RyR liga-se a troponina para a contração muscular, como 
também a outras proteínas, desempenhando múltiplas funções (modificado de BERCHTOLD et 
al., 2000). 

 

O Ca++ livre no citosol controla a atividade de enzimas citoplasmáticas e o Ca++ do 

retículo sarcoplasmático está envolvido em processos bioquímicos fundamentais, como a síntese 

de proteínas de membrana e proteínas secretoras. Distúrbios na concentração de Ca++ no retículo 

endoplasmático têm atraído atenção, pois podem contribuir para processos patológicos que 

resultam em lesão neuronal (PASCHEN, 2001).  
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A interação do Ca++ com outras moléculas, como a calmodulina (CaM), tem papel 

fundamental nas funções da fibra muscular, como destacado na tabela abaixo: 

 

Tabela 1. Proteínas ligadas ao Ca++ e a CaM e suas funções. 

Proteína Ligação com Ca++ Ligação com CaM Principal função 

Calmodulina +  Multifuncional 

Parvalbumina +  Transporte da Ca++ da miofibrila 
para o retículo sarcoplasmático 

Quinase da cadeia 
leve de miosina  

 + Fosforilação da miosina 

Calpaína +  Protease dependente de Ca++

Calmodulina quinase  + Quinase multifuncional 
dependente de Ca++

Receptor de 
Rianodina  

+ + Canal do retículo 
sarcoplasmático que libera Ca++

Calsequestrina +  Proteína do retículo 
sarcoplasmático que estoca Ca++

Óxido Nítrico Sintase 
neuronal (nNOS)   

 + Possível envolvimento no 
relaxamento muscular 

Distrofina  + Conecta os filamentos de actina 
ao sarcolema 

Fonte: Modificado de BERTOHTOLD et al., 2000 

 

 

3.6.1 CALMODULINA (CaM) 

A CaM, considerada sensor de cálcio (VOGEL, 1994), funciona como receptor e segundo 

mensageiro para este íon (MEANS, 2000). Ela modula diretamente a atividade das proteínas 
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quinase e fosfatase (MEANS et al., 1991; NAIRN; PICCIOTTO, 1994; TOKUMA et al., 1995), 

dos canais de íons (SAIMI; KUNG, 1994) e da óxido nítrico sintase (REILING et al., 1996). Está 

envolvida em diversos processos como proliferação celular, endocitose, adesão celular e 

contração de músculo liso (ARTALEJO et al., 1996; KUHLMAN et al., 1996).  

Essa proteína apresenta quatro sítios de ligação ao Ca++ e é membro de uma grande 

família de proteínas que se ligam ao Ca++ que inclui também a troponina C, a qual desencadeia a 

contração muscular em resposta ao aumento da concentração de Ca++. Quando ocorre o aumento 

na concentração de Ca++ no citosol, este liga-se a calmodulina formando o complexo Ca++-CaM, 

que ativa outras proteínas ou enzimas (BERCHTOLD et al., 2000).   

Estudos demonstram a associação da CaM com o C-terminal da distrofina, o que sugere 

uma possível regulação da atividade da distrofina (ANDERSON et al., 1996). Essa associação 

regula a interação de proteínas, como a distrofina-actina (JARRETT;  FOSTER, 1995) e utrofina-

actina (WINDER; KENDRICK-JONES, 1995) e também afeta os mecanismos que regulam a 

sobrevivência da célula (DATTA et al., 1999), pois várias proteínas quinases, incluindo a quinase 

dependente de CaM, participam no processo celular que regula a apoptose (FRANKLIN;  

McCUBREY, 2000).  

Nos músculos distróficos observa-se redução na atividade de moléculas reguladas pela 

CaM (NIEBROJ-DOBOSZ et al., 1989) e tanto a CaM, como outras moléculas envolvidas na 

homeostase do Ca++ , têm sido investigadas nesses músculos (CULLIGAN et al., 2002; GAILLY,  

2002; MARTIN et al., 2002; RUEGG et al., 2002).  A atividade das proteínas ligadas ao Ca++ 

pode ser a chave para explicar a proteção dos músculos EO distróficos contra a mionecrose, 

considerando a hipótese que o tamponamento do Ca++ é eficaz nesses músculos, possivelmente 

por haver maior quantidade dessas proteínas, como a CaM. 
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O complexo Ca++-CaM ativa uma série de proteínas quinases, incluindo a quinase da 

cadeia leve da miosina (Myosin Light Chain Kinase - MLCK), responsável pela fosforilação da 

miosina e conseqüente contração muscular (STULL, 1996).  

A fosforilação da miosina tem papel fundamental na contração do músculo liso (KAMM; 

STULL, 1985). Entretanto, a MLCK também é expressa no músculo esquelético adulto 

(HERRING et al., 2000) estando relacionada com o pico de tensão contrátil em fibras de 

contração rápida (MOORE;  STULL, 1984; RYDER et al., 2007). 

 

 

3.6.2 CALPAÍNA 

A calpaína é uma protease dependente de Ca++ (SUZUKI et al., 1995; ZHANG et al., 

1996). Apresenta duas subunidades com 80 e 30 kDa e está localizada no sarcolema, na 

mitocôndria e no núcleo (YOSHIZAWA et al., 1995).  

Essa protease adere ao citoesqueleto e a proteínas da membrana, sendo importante na  

degradação de proteínas musculares e posterior reorganização do citoesqueleto, favorecendo o 

crescimento da fibra muscular ou sua regeneração (KWAK et al., 1993).  

Os mecanismos que levam a ativação da calpaína são controversos e complexos 

(CARAFOLI; MOLINARI, 1998), mas estudos revelam que o aumento na concentração de Ca++ 

livre no citoplasma causa a ativação da calpaína (MELLGREN, 1987), levando à morte da célula 

(SPENCER et al., 1995; MARIOL; SEGALAT, 2001). 

Análises realizadas em biópsias de músculo esquelético de portadores da DMD revelam 

aumento na concentração de Ca++ e de calpaína (BODENSTEINER; ENGEL, 1978), sendo o 

mesmo resultado encontrado em músculos de animais mdx (SPENCER et al., 1995).  Por outro 
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lado, o aumento da expressão da calpastatina, inibidor endógeno da calpaína, preveniu a 

mionecrose em animais mdx (SPENCER; MELLGREN, 2002), levando ao acúmulo de proteínas 

no músculo, como GLUT4, e a hipertrofia (OTANI et al., 2004). 

Estudos revelam a interação entre a calpaína e a utrofina. O aumento de Ca++ intracelular 

resulta no aumento da ativação da calpaína e redução significativa da utrofina em cultura de 

miotubos, sugerindo que na DMD o aumento da atividade da calpaína pode contribuir para a 

instabilidade do sarcolema devido à degradação da utrofina (COURDIER-FRUH;  BRIGUET, 

2006).  
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4.1 Animais 

 Foram utilizados 36 camundongos adultos (2 a 3 meses de idade) de ambos os sexos, 

sendo 18 da linhagem mdx e 18 C57Bl/10ScSn utilizados como controle, os quais são 

heterozigotos para o gene que desencadeia a distrofia muscular e deram origem à linhagem mdx 

(BULFIELD et al., 1984). Os animais foram adquiridos no Biotério Central da UNICAMP e 

mantidos no biotério do Departamento de Anatomia, em caixas plásticas padrão, com condições 

ambientais adequadas (12 horas de ciclo claro/escuro), com ração e água ad libitum. O trabalho 

foi submetido à Comissão de Ética na Experimentação Animal CEEA-IB-UNICAMP e aprovado 

(Protocolo n° 1169-1)  

 
 
 
4.2 Técnica de Microscopia de Luz e Fluorescência 

4.2.1 Grupos Experimentais 

4.2.1.1 - Grupo Músculos Extra-oculares 

      Constituído por todos os músculos extra-oculares retos superior, inferior, medial e lateral, 

oblíquos superior e inferior, retrator do bulbo e levantador da pálpebra de camundongos mdx e 

C57BL/10ScSn.  

      

4.2.1.2 – Grupo Músculos da Pata 

      Constituído pelos músculos tibial anterior (TA) e sóleo (SOL) de camundongos mdx e 

C57BL/10. Esses músculos apresentam grande comprometimento muscular decorrente da falta da 

distrofina.  
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4.2.2 Microscopia de Luz   

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% intra-peritonial (0,2 ml: 20g de 

peso corporal) e perfundidos com 20 ml de paraformaldeído 2%.  

Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 4 animais mdx e 4 controles, sendo 

retirados: a órbita direita (com todos os músculos EO), TA e SOL direito de cada animal.  

Após a retirada os músculos foram fixados em suportes de madeira com tragacanth gum, 

imersos em isopentano à -80°C por 40 segundos e imediatamente colocados em nitrogênio 

líquido à -159°C. Os músculos foram retirados do nitrogênio e mantidos em Biofreezer à -70°C. 

Para obtenção dos cortes, os músculos foram descongelados por aproximadamente 30 minutos até 

atingirem a temperatura de -23°C e seccionados transversalmente utilizando criostato (Microm-

HS505E), com espessura variando entre 8 e 10 µm. Os cortes foram seriados, coletados em 

lâmina, corados com Hematoxilina e Eosina  para análise da localização do núcleo e da área das 

fibras musculares.  

 

4.2.3 Microscopia Confocal 

Para análise da distribuição dos receptores de acetilcolina e dos terminais nervosos foi 

utilizado o microscópio confocal da BioRad (MRC 1024). Os animais foram sacrificados com 

hidrato de cloral 10% e após perfusão com 20 ml de tampão fosfato (PBS) e 20 ml de 

paraformaldeído a 2%. 

Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 3 animais mdx e 3 controles, sendo 

os seguintes músculos fixados in situ e retirados separadamente: 4 retos, 2 oblíquos, levantador 

da pálpebra e retrator do bulbo, TA e SOL direito e esquerdo de cada animal.  
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Os músculos foram retirados, um a um, e presos pelas extremidades em uma cuba, com 

auxílio de alfinetes. Foram então lavados com PBS e incubados com glicina 0,1M por 20 minutos 

em agitador orbital (FANEM 255-B), para inativar o fixador. Depois de lavadas com PBS, foram 

incubados com colagenase 1% (Tipo I-Sigma) por 20 minutos no agitador, para que o tecido 

conjuntivo que resta preso aos músculos se desprendesse. A seguir foram lavados com PBS e os 

receptores ACh marcados com α-bungarotoxina conjugada a rodamina (Tetramethylrhodamine 

alpha-bungarotoxin; T-1175; Molecular Probes; Rh-BTX, 1:100 em PBS) durante 30 minutos no 

agitador. Posteriormente, os músculos foram lavados com PBS e incubados com triton 1% 

durante 1 hora, para permeabilização das fibras musculares. Em seguida, lavados com PBS e com 

a finalidade de bloquear ou diminuir a marcação inespecífica do anticorpo primário foram 

incubados com uma solução bloqueadora composta de 125 µl de triton X-100, 1 ml de soro 

albumina bovina - BSA, diluídos em 23,8 ml de PBS, durante 24 horas. Após esse período foram 

incubados com anticorpo primário (anti-neurofilamento, 1:100 em solução bloqueadora), a 4°C 

por 12 horas. Posteriormente, foram lavados com PBS e incubados com anticorpo secundário 

(anti-mouse IgG - FITC, 1:100 em solução bloqueadora) por 3 horas. A seguir, foram lavados e 

montados em lâmina sob lamínula em meio de montagem para fluorescência DABCO (Sigma), 

para posterior observação ao microscópio confocal.     

 

4.2.4 Imunohistoquímica 

Para análise da localização da CaM na fibra muscular foi utilizada a técnica de 

imunohistoquímica. Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% intra-peritonial 

(0,2 ml: 20g de peso corporal) e perfundidos com 20 ml de paraformaldeído 2%.  
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Para o desenvolvimento dessa técnica foram utilizados 4 animais mdx e 4 controle, sendo 

retirados: a órbita esquerda (com todos os músculos EO), TA e SOL esquerdo de cada animal.  

Os músculos foram retirados e fixados em suportes de madeira com tragacanth gum, 

imersos em isopentano à -80°C por 40 segundos e imediatamente colocados em nitrogênio 

líquido à -159°C e posteriormente foram retirados do nitrogênio e mantidos em Biofreezer à -

70°C. Para obtenção dos cortes, os músculos foram descongelados por aproximadamente 30 

minutos até atingirem a temperatura de -23°C e seccionados transversalmente utilizando criostato 

(Microm-HS505E), com espessura variando entre 8 e 10 µm. Os cortes foram seriados, coletados 

em lâmina, lavados com tampão fosfato (PBS; 14g de fosfato de sódio monobásico, 4,3g de 

fosfato de potássio dibásico anidro e 72g de cloreto de sódio em 1 litro de água destilada, ph 7.5) 

por 10 minutos e posteriormente lavados com Triton  1%, durante 10 min. Após esse período, as 

lâminas foram secadas e lavadas com PBS. Em seguida, o material permaneceu em solução 

bloqueadora composta de glicina 1%, BSA 3%, leite desnatado 2%, soro fetal bovino 8%, triton 

X-100 - 0,6%, durante 1 hora. Após esse período, os músculos foram incubados com o anticorpo 

primário para calmodulina durante 24 horas. No dia seguinte, foram lavados e incubados com 

anticorpo secundário durante 2 horas. Após lavagens, as lâminas foram montadas com lamínula 

em meio de montagem para fluorescência DABCO (Sigma) e observadas em microscópio óptico 

de fluorescência Nikon. 
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4.3 Técnica de Immunoblotting 

4.3.1 Grupos Experimentais 

4.3.1.1 - Grupo Músculos Extra-oculares  (EO+) 

      Constituído pelos músculos extra-oculares protegidos: retos superior, inferior, medial e 

lateral, oblíquos superior e inferior e afetados: retrator do bulbo e levantador da pálpebra de 

camundongos mdx e C57BL/10ScSn. Os músculos afetados apresentam mionecrose parcial 

decorrente da falta da distrofina.  

 

4.3.1.2 – Grupo Músculos Extra-oculares Protegidos (EO-) 

      Constituído pelos músculos extra-oculares protegidos: retos superior, inferior, medial e 

lateral, oblíquos superior e inferior. Os músculos protegidos não apresentam mionecrose 

decorrente da falta da distrofina.  

       

4.3.1.3 – Grupo Tibial Anterior e outros músculos 

      Constituído pelos músculos tibial anterior (TA), sóleo (SOL), diafragma (DIA) e 

esternomastóide (STN) de camundongos mdx e C57BL/10ScSn. Esses músculos apresentam 

grande comprometimento muscular decorrente da falta da distrofina.  

 

4.3.2 Preparação de Extrato Total 

Após sinais de anestesia, o animal foi perfundido com PBS.  Para o desenvolvimento 

dessa técnica foram utilizados 11 animais mdx e 11 controles, sendo os seguintes músculos 

retirados: EO, TA, SOL, DIA, STN direito e esquerdo de cada animal. Considerando o grupo EO, 

a órbita direita foi destinada para constituir o grupo EO+, formado por todos os músculos extra-
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oculares e a órbita esquerda destinada para constituir o grupo EO-, onde os quatro retos e dois 

oblíquos foram isolados.  

Em média, a cada 3 animais sacrificados de cada grupo (controle e mdx), os músculos 

retirados eram cortados em pequenos pedaços e homogeneizados imediatamente em tampão para 

homogeneização (Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM (ph 7,4), pirofosfato de sódio 100mM, 

fluoreto de sódio 100mM, ETDA 10mM, ortovanadato de sódio 10 mM, PMSF 2 mM e 

0,1mg/ml de aprotinina), com volume variando entre 300 a 1000 ul, a 4ºC usando 

homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, 

NY, EUA) operado em velocidade máxima por 30 segundos. O extrato total para a calpaína foi 

composto apenas de Triton X-100 1%, tris-HCl 100mM (ph 7,4), pirofosfato de sódio 100mM, 

fluoreto de sódio 100mM, ETDA 10mM.  Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4ºC por 

20 minutos e o sobrenadante utilizado para análise por extrato total. A determinação de proteína 

foi realizada pelo método de Bradford (1976).  

 

4.3.3 Eletroforese 

As amostras dos extratos protéicos foram tratadas com tampão Laemmli (azul de 

bromofenol 0,1% e fosfato de sódio 1 M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de 

ditiotreitol 100mM e aquecidas em água fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. Em 

seguida, 30 µg de proteína foram aplicados em gel SDS-poliacrilamida a 10 % (MLCK e 

calpaína) ou 15% (para a CaM) em aparelho para eletroforese da Bio-Rad (mini-Protean, Bio-

Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA). Foram obtidos 4 extratos protéicos por grupo (controle 

e mdx) dos animais sacrificados, que resultou em 8 géis para cada proteína analisada. A 
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eletrotransferência do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 minutos a 120V 

(constante) em aparelho de transferência da Bio-Rad. As membranas foram incubadas com 

solução basal (Trisma base 10mM, cloreto de sódio 150mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de 

leite desnatado, por 2 horas em temperatura ambiente para reduzir a ligação não específica de 

proteínas. Posteriormente, foram incubadas com 10µg de anticorpo primário diluído em 10ml de 

solução basal contendo 3% de leite desnatado a 4ºC durante a noite. No dia seguinte, as 

membranas foram lavadas por 30 minutos com solução basal e incubadas em 10ml de solução 

basal contendo 3% de leite desnatado e 2,5µg de anticorpo secundário por duas horas em 

temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 30 minutos 

com solução basal.  

Para detectar as bandas imunorreativas, as membranas foram expostas à solução de 

quimioluminescência (Super Signal West Pico Chemiluminescente, Pierce) por 5 minutos, 

seguido de exposição a um filme Kodak XAR (Eastman KodaK, Rochester, N.Y, USA).  

 

 

4.4 Anticorpos 

4.4.1 – Anticorpos Primários: 

Calmodulina; CaMI; F1-149; sc-5537; Santa Cruz. 

Quinase de cabeça leve da miosina; MLCKsk; R-19; sc-9456; Santa Cruz 

Calpaina; Calpain 1; N-19; sc-7531; Santa Cruz 

Anti-neurofilamento-monoclonal 200; N-5389; Sigma. 

 



Materiais e Métodos 
 

33

4.4.2 - Anticorpos secundários: 

Anti-mouse IgG (whole molecule) FITC Conjugate antibody developed in goat; F-0257; Sigma. 
 
Anti-rabbit IgG (whole molecule) FITC Conjugate antibody developed in goat F-0382; Sigma. 
 
HRP-anti rabbit IgG (H+L); Sinapse 
 
HRP-anti goat IgG (H+L); Sinapse 

 

 

4.5 Análise dos Dados 

4.5.1 Microscopia de Luz – análise histológica do processo de degeneração/ regeneração  

A contagem dos núcleos centrais foi realizada através de um retículo de cem pontos 

acoplado à ocular do microscópio óptico em objetiva de 40x, com auxílio de contador manual.  

 Para medida da área da fibra muscular foi utilizado o microscópio óptico Axioskop Zeiss, 

locado no Departamento de Anatomia – IB. Cada corte foi focado em objetiva de 40x e a imagem 

captada por videocâmera e analisada pelo programa Image-Pro. Foram definidos três campos 

aleatoriamente e cada fibra muscular foi medida com o auxílio do mouse, o que permitiu obter a 

área em micrômetros² . 

 

4.5.2 Microscopia Confocal – análise do padrão de distribuição dos receptores de ACh 

Para medida da área da junção neuromuscular e de cada aglomerado de receptores foi 

utilizado o sistema confocal da Bio-Rad (MRC 1024UV), equipado com lasers Argônio-

Kriptonio (Ar-Kr) e Ultra-Violeta (UV), acoplado a um microscópio invertido de fluorescência 

(Axiovert 100 Zeiss). Foi utilizada a objetiva de 40x (1.2 NA, imersão em água). As medidas 

foram feitas usando o Softer Processing da Bio-Rad. Para o índice da área da junção 
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neuromuscular, foi considerando o maior eixo longitudinal (comprimento) e transversal (largura) 

do aglomerado de receptores. Para cada segmento de receptor, foi medido o seu eixo longitudinal 

(comprimento) e transversal (largura) e realizada a razão entre comprimento e largura. Foram 

classificados como “braços contínuos” aqueles em que a razão era maior que 1.5 e como “ilhas” 

aqueles segmentos de receptores em que a razão era igual ou menor que 1.5 (MARQUES et al., 

2005, 2007). 

 

4.5.3 Immunoblotting – quantificação das proteínas ligadas ao Ca++ 

As bandas observadas na técnica de immunobloting foram escaneadas e salvas em discos 

de computador para posterior quantificação da densitometria óptica, usando um scanner e o 

programa Image J (The National Institute of Health, EUA). 

A avaliação dos dados foi feita através do programa Excel®, considerando média, desvio 

padrão, Teste T Student.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



          

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. RESULTADOS ANÁLISE HISTOLÓGICA E PADRÃO DE 
DISTRIBUIÇÃO RECEPTORES DE ACh 

The Anatomical Reccord  290(7):846-54, 2007. 
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Acetylcholine receptor organization at the dystrophic extraocular muscle 

neuromuscular junction. 

 

Estudos realizados em nosso laboratório (MINATEL et al., 2003) sugeriram que 

alterações na distribuição dos receptores de acetilcolina (ACh) de músculos distróficos são 

conseqüência do processo de regeneração muscular e não da ausência da distrofina. No presente 

trabalho levantamos a hipótese que o padrão de distribuição dos receptores de ACh nos músculos 

EO (retos e oblíquos) distróficos seria normal, visto que esses músculos não apresentam 

regeneração muscular decorrente da mionecrose. 

 Através da microscopia confocal analisou-se o padrão de distribuição dos receptores de 

ACh e do terminal nervoso nos músculos EO protegidos (retos e oblíquos) e afetado (retrator do 

bulbo) de animais adultos mdx. Os músculos tibial anterior e sóleo também foram analisados. 

Os resultados mostraram que os músculos retos e oblíquos distróficos não apresentam 

marcação para a distrofina (Figura 1D, p.40), bem como degeneração muscular, acúmulo de 

tecido conectivo e fibras com núcleo central (Tabela 1, p.39; Figura 1A, p. 40). 

 Nesses músculos, os receptores de ACh estavam distribuídos em braços contínuos  

(Figura 2B-D, p.41; Tabela 2, p.42) e “en grappe” (Figura 3B, p.43) com o terminal nervoso co-

localizado (Figura 3A-B, p.43). O mesmo padrão de distribuição foi observado no controle 

(Figura 2A, p.41; Tabela 2, p.42). 

Diferente dos músculos EO protegidos, no músculo retrator do bulbo observou-se 45% 

das fibras musculares com núcleo central (Tabela 1, p.39; Figura 1B, p.40) e 56% dos receptores 

de ACh apresentaram padrão de distribuição em ilhas (Tabela 2, p.42; Figura 3D, p.43; Figura 

4B-D, p.44). O terminal nervoso era ramificado em delicados prolongamentos com botões nas 
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extremidades que preenchiam o centro dos receptores (Figura 3D, p.43).  No músculo retrator do 

bulbo controle não foram observadas fibras com núcleo central (Tabela 1, p.39) e o padrão de 

distribuição dos receptores de ACh foi em braços contínuos (Tabela 2, p.42; Figura 3C, p.43; 

Figura 4A, p.44), com terminal nervoso co-localizado (Figura 3C, p.43). O padrão em ilhas 

também foi observado nos músculos tibial anterior e sóleo de animais distróficos (Figura 5B-C, 

p.44, Tabela 1, p.39; Tabela 2, p.42). 

O padrão de distribuição dos receptores de ACh em músculos retos e oblíquos normais foi 

observado em microscopia confocal (KHANNA et al., 2003), demonstrando a presença de 

junções em braços e “en grappe”. As junções em braços são tipicamente encontradas em fibras 

musculares mono-inervadas e de contração rápida (SPENCER; PORTER, 1988; KHANNA et al., 

2003) e as junções “en grappe” são encontradas em fibras musculares multi-inervadas com 

contração tônica (KHANNA et al., 2003). 

No músculo retrator do bulbo controle foi observado padrão de distribuição em braços 

contínuos, como descrito por Khanna et al. (2003) e terminal nervoso cobrindo os braços de 

receptores. No animal mdx, 56% das junções apresentam os braços quebrados, caracterizando o 

padrão em ilha. Nestas junções, o terminal nervoso possuía finos prolongamentos com botões nas 

extremidades, ocupando o centro das ilhas, semelhante ao encontrado nos músculos 

esternomastóide (SANTO NETO et al., 2003) e da pata (LYONS; SLATER, 1991). 

Os resultados sugerem que a distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteínas, não estão 

diretamente envolvidos na organização dos receptores nos músculos EO. A alteração no padrão 

de distribuição dos receptores é conseqüência do processo de regeneração da fibra muscular 

distrófica, tal como sugerido anteriormente (MINATEL et al., 2003). 
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6.1 Imunohistoquímica 

O padrão de distribuição da calmodulina (Figura 3) foi similar nos músculos normais e 

distróficos. Os músculos retos, retrator do bulbo e tibial anterior apresentaram distribuição das 

proteínas em todo o sarcoplasma, não se observando diferença entre os músculos afetados e 

protegidos da mionecrose.  

Figura 3 – Localização da calmodulina nos músculos extra-oculares: retos controle (A) e mdx 
(B), retrator do bulbo controle (C) e mdx (D), e tibial anterior controle (E) e mdx (F). Não foram 
observadas diferenças na distribuição da calmodulina entre os músculos controle e distróficos. 
Controle negativo do músculo extra-ocular controle (G) e mdx (H) incubação apenas com o 
anticorpo secundário. Escala A-C 25µm, D 20µm, E-H 50µm. 
 

6.2 Immunoblotting 

 A análise do immunoblotting da calmodulina (CaM) mostrou aumento significativo no 

conteúdo dessa proteína nos músculos EO distróficos, quando comparado ao controle, não sendo 

observada diferença entre os grupos EO+ e EO-. Houve aparente diminuição do conteúdo da 

calmodulina nos músculos da pata, esternomastóide e diafragma quando comparados ao controle, 

mas esta diminuição não foi significativa (Figuras 4).   
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                  CALMODULINA 

                      

                   

                   
 
Figura 4. Conteúdo de CaM (18kDa) observado nos músculos controle e mdx. Em A - E 
representação gráfica em pixels do conteúdo da CaM e os respectivos immunoblotting mostrando 
as bandas imunoreativas dos músculos estudados comparando controle e mdx; * diferença 
significativa entre controle e mdx nos grupos EO+ (p=0,03) e EO- (p=0,017). Em F: 
representação gráfica em porcentagem do aumento ou diminuição do conteúdo da CaM, 
considerando os respectivos músculos normais como controle 100% comparado aos músculos 
EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx. 
 

   Os níveis normais da CaM observados nos músculos distróficos da pata, 

esternomastóide e diafragma, podem estar relacionados à presença da utrofina no sarcolema 

extrajuncional (Vide trabalho submetido). Estudos demonstram que a CaM regula a interação 
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entre a utrofina e F-actina, sugerindo que nos músculos distróficos a ausência da distrofina é 

compensada pelo aumento da expressão da utrofina (WINDER;  KENDRICK-JONES, 1995). 

Dentre os músculos controle, o SOL apresentou maior conteúdo de CaM e o EO- o menor. 

Nos músculos distróficos, o SOL manteve o maior conteúdo, sendo que o menor observado no 

STN. O grupo EO- distrófico apresentou conteúdo de CaM equivalente ao TA controle.  

Quando ocorre aumento na concentração de Ca++ no citosol, este liga-se a CaM formando 

o complexo Ca++-CaM, que ativa outras proteínas ou enzimas (BERCHTOLD et al., 2000).  Esse 

complexo desencadeia a ativação de proteínas quinases, como a quinase de cadeia leve da 

miosina (Myosin Light Chain Kinase - MLCK), responsável pela fosforilação da miosina e 

conseqüente contração muscular (STULL, 1996).  

Nesse trabalho foi analisada a expressão dessa proteína no músculo esquelético, como um 

indicativo indireto da atividade da CaM. O resultado foi similar ao encontrado na CaM, ou seja, 

aumento significativo no conteúdo da MLCK nos músculos EO distróficos, quando comparado 

ao controle, não sendo observada diferença entre os grupos EO+ e EO- (Figura 5A). 

Dentre os músculos controle, o TA apresentou maior conteúdo de MLCK e o EO- o 

menor. Nos músculos distróficos, o TA manteve o maior conteúdo, sendo que o menor  

observado no DIA (Figura 5) .  
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                            QUINASE DE CADEIA LEVE DA MIOSINA 

          

          

          
 
Figura 5. Conteúdo de MLCK (68kDa) observado nos músculos controle e mdx.  
Em A - E representação gráfica em pixels do conteúdo da MLCK e os respectivos 

immunoblotting mostrando as bandas imunoreativas dos músculos estudados comparando 
controle e mdx; * diferença significativa entre controle e mdx nos grupos EO+ (p=0,012) e EO- 
(p=0,018). Em F: representação gráfica em porcentagem do aumento ou diminuição do conteúdo 
da MLCK, considerando os respectivos músculos normais como controle 100% comparado aos 
músculos EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx. 
 

 
No músculo esquelético adulto, a MLCK está relacionada ao pico de tensão em fibras de 

contração rápida (MOORE;  STULL, 1984; RYDER et al., 2007). Como observado na Figura 5C, 

o músculo tibial anterior, que possui a maioria das fibras do tipo II, apresentou maior conteúdo da 

MLCK no controle e mdx, quando comparados aos demais músculos.  
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Em relação a calpaína 1, os resultados mostraram aumento significativo no músculo STN 

(Figura 6B) e conteúdo normal nos músculos EO+, EO-, TA, SOL e DIA dos animais mdx  

(Figura 6). 

                CALPAÍNA 

        

        

        
 
Figura 6. Conteúdo de calpaína 1 (80kDa) observado nos músculos controle e mdx.  
Em A - E representação gráfica em pixels do conteúdo da calpaína 1 e os respectivos 

immunoblotting mostrando as bandas imunoreativas dos músculos estudados comparando 
controle e mdx; * diferença significativa entre controle e mdx no músculo STN (p=0,02). Em F: 
representação gráfica em porcentagem do aumento ou diminuição do conteúdo da calpaína 1, 
considerando os respectivos músculos normais como controle 100% comparado aos músculos 
EO+, EO-, STN, TA, SOL e DIA mdx. 
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A quantidade de calpaína está associada ao processo de degeneração que acomete os 

músculos distróficos. Assim como nos pacientes portadores de DMD, em camundongos mdx os 

músculos esqueléticos não são igualmente comprometidos (RAGUSA et al., 1996, 1997; 

PORTER et al., 1998).  

Músculos com maior massa muscular como, por exemplo, os músculos quadríceps 

femoral e gastrocnêmio, são mais intensamente afetados que músculos com menor massa 

(MULLER et al., 2001). Comparado ao tibial anterior, o sóleo apresenta pico precoce de necrose, 

compatível à época de desmame e aumento da mobilidade do animal (PASTORET;  SEBILLE, 

1995).  

O músculo diafragma também é significativamente afetado (PETROF et al., 1993), 

provavelmente como conseqüência da sua atividade contínua como músculo inspiratório 

(STEDMAN et al., 1991), levando a um alto nível de lesões da fibra muscular. Por outro lado 

também é possível que o diafragma tenha diminuição da sua capacidade regenerativa após lesões 

(MATECKI et al., 2004).   

Nossos resultados sugerem que no animal mdx com 2 meses de idade, o músculo que 

apresenta maior pico de necrose é o STN. Nos músculos da pata e DIA, aparentemente, o 

processo de degeneração está diminuído, como observado em estudo realizado em nosso 

laboratório (MARQUES et al., 2007b). 

Nos músculos EO+ e EO- distróficos, o conteúdo da calpaína 1 foi igual ao controle, 

confirmando a ausência do processo de degeneração nesses músculos. Dentre os músculos 

controle, o EO apresentou maior conteúdo de calpaína e o DIA o menor. Nos músculos 

distróficos, o mesmo padrão foi observado.  
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O estudo dos músculos extra-oculares (EO) é importante para o entendimento da distrofia 

muscular, visto que o comportamento destes músculos sugere que a falta da distrofina parece não 

ser essencial para que ocorra a mionecrose. Os mecanismos pelos quais os músculos EO são 

protegidos ainda não são conhecidos, sendo que uma das possibilidades seria a habilidade 

intrínseca desses músculos em manter a homeostase do cálcio (KHURANA et al., 1995). 

Levantamos a hipótese que nos músculos EO distróficos, os mecanismos de 

tamponamento do cálcio podem ser mais eficazes, possivelmente por haver maior conteúdo da 

calmodulina (CaM) e diminuição da calpaína, impedindo a degeneração das fibras musculares.  

Nossos resultados revelaram aumento significativo do conteúdo da CaM no músculos EO 

mdx quando comparado ao controle, dado não observado nos músculos da pata, diafragma e 

esternomastóide. O mesmo resultado foi observado na expressão da quinase de cadeia leve da 

miosina (MLCK), em que os músculos EO apresentaram aumento significativo do conteúdo da 

MLCK quando comparado ao controle. 

A quantidade da calpaína 1 dos músculos EO distróficos foi igual ao controle, sugerindo 

ausência do processo de degeneração muscular. O músculo distrófico que apresentou aumento 

significativo da calpaína foi o STN. Nos demais músculos distróficos estudados (pata e DIA), o 

conteúdo da calpaína foi igual ao controle, sugerindo diminuição do processo de degeneração 

desses músculos, na idade de 2 meses.  

Outro aspecto abordado nesse trabalho foi a análise do padrão de distribuição dos 

receptores de acetilcolina e dos terminais nervosos na junção neuromuscular distrófica.  

Estudos realizados em nosso laboratório (MINATEL et al., 2003) sugeriram que 

alterações na distribuição dos receptores de acetilcolina (ACh) de músculos distróficos são 

conseqüência do processo de regeneração muscular e não da ausência da distrofina. No presente 
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trabalho levantamos a hipótese que o padrão de distribuição dos receptores de ACh nos músculos 

EO (retos e oblíquos) distróficos seria normal, visto que esses músculos não apresentam 

regeneração muscular decorrente da mionecrose. 

 Os resultados mostraram que os músculos retos e oblíquos distróficos não apresentam 

sinais de degeneração muscular, acúmulo de tecido conjuntivo e fibras com núcleo central, como 

observado na literatura (KHURANA et al., 1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et al., 

2000).  Nesses músculos, os receptores de ACh estavam distribuídos em braços contínuos  e “en 

grappe”, com o terminal nervoso co-localizado. O mesmo padrão de distribuição foi observado 

no controle.  

No músculo retrator do bulbo controle foi observado padrão de distribuição em braços 

contínuos, como descrito por Kanna et al. (2003) e terminal nervoso cobrindo os braços de 

receptores. No animal mdx, 45% das fibras musculares apresentaram núcleo central e 56% das 

junções apresentam os braços quebrados, caracterizando o padrão em ilha. Nestas junções, o 

terminal nervoso possuía finos prolongamentos com botões nas extremidades, ocupando o centro 

das ilhas, semelhante ao encontrado nos músculos STN (SANTO NETO et al., 2003) e da pata 

(LYONS; SLATER, 1991). 

Os resultados sugerem que a distrofina ou o complexo distrofina-glicoproteínas, não estão 

diretamente envolvidos na organização dos receptores nos músculos EO. A alteração no padrão 

de distribuição dos receptores parece ser devida, pelo menos em parte, ao terminal nervoso 

(MARQUES et al., 2007c). 

Muito embora a falta da distrofina esteja clássica e intimamente relacionada às alterações 

morfológicas, moleculares e funcionais das fibras musculares distróficas, o presente trabalho 

sugere que outros fatores também podem explicar, pelo menos em parte, essas alterações. 



Considerações Finais 
 

57

No caso da junção neuromuscular, estes fatores incluem, por exemplo, componentes pré-

sinápticos, tal como o terminal nervoso e o seu comportamento frente à regeneração muscular 

observada nos músculos afetados, podendo modificar o padrão de distribuição dos receptores de 

ACh. O melhor conhecimento dos componentes pré- e pós-sinápticos da junção neuromuscular 

distrófica torna-se relevante, se considerarmos as terapias celulares, em que os mioblastos 

implantados devem ser inervados para se diferenciarem e se tornarem fibras musculares adultas 

funcionais. 

Em relação aos músculos distróficos protegidos, os inúmeros mecanismos de proteção 

sugeridos, incluindo o melhor tamponamento do cálcio e o envolvimento de outras moléculas do 

complexo distrofina-glicoproteínas, abrem novas perspectivas para o melhor entendimento da 

patogênese da DMD.  
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Artigo submetido para a revista Neuromuscular Disorders 

“Increased expression of calcium-binding proteins in extraocular muscles of dystrophin-

deficient mdx mice: potential role in muscle sparing”. 

 

Nos camundongos mdx, a mionecrose é observada nos músculos da pata, do dorso, da 

mastigação, diafragma e esternomastóide. Por outro lado, os músculos extraoculares (EO) não 

apresentam degeneração muscular, sendo “protegidos” da falta de distrofina (KHURANA et al., 

1995; PORTER; BAKER, 1996; ANDRADE et al., 2000). Nesse trabalho levantamos a hipótese 

que nos músculos EO distróficos, os mecanismos de tamponamento do cálcio podem ser mais 

eficazes, possivelmente por haver maior expressão das proteínas ligadas ao cálcio, impedindo a 

degeneração das fibras musculares.  

A expressão das proteínas SERCA1, calmodulina (CaM) e calsequestrina (CSQ) foi 

analisada nos músculos EO, da pata, diafragma e esternomastóide de animais controle e mdx, 

utilizando as técnicas de imunofluorescência e immunoblotting, Além disso, foi analisado o 

padrão de distribuição da  utrofina (UTR) e β-distroglicana (β-DG) nos músculos EO. 

Os resultados revelam que os músculos EO (retos e oblíquos) distróficos apresentam, 

como esperado, a ausência da distrofina (Figura 1B, p.96) e aumento significativo na expressão 

da β-DG, quando comparado ao controle (Figura 1C-D, p.96), sendo este dado confirmado pelo 

immunoblotting (Figura 4, p.99; Figura 5D, p.101).  

Nos EO distróficos a UTR estava restrita ao sarcolema juncional, co-localizada com os 

receptores de ACh da junção neuromuscular (Figura 2C-D, p.97), o mesmo padrão encontrado no 
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EO controle (Figura 2A-B, p.97) Nos EO distróficos a UTR também foi observada no sarcolema 

extrajuncional (Figura 2D, p.97).  

Em relação às proteínas ligadas ao cálcio, o padrão de distribuição citoplasmático da 

SERCA1 (Figura 3A-B, p.98), CSQ (Figura 3E-F, p.98) e calmodulina (Figura 3G-H, p.98) foi 

similar nos músculos EO entre controle e mdx.. Os resultados do immunoblotting revelam 

aumento significativo da expressão dessas proteínas quando comparado EO mdx e controle, dado 

não observado nos músculos da pata, diafragma e esternomastóide (Figura 4, p.99; Figura 5A-C, 

p.100-101).  

Nossos resultados mostram que nos músculos EO distróficos houve aumento na expressão 

da β-DG concomitante ao aumento na expressão das proteínas ligadas ao cálcio, sugerindo que a 

β-DG pode estar envolvida na regulação da sinalização do cálcio na fibra muscular. Na ausência 

da distrofina, a β-DG pode interagir com a utrofina, α-sintrofina ou outras proteínas do 

subsarcolema envolvidas na sinalização do cálcio, permitindo a célula muscular responder 

corretamente as mudanças na concentração do cálcio, pela regulação da expressão das proteínas 

ligadas ao cálcio (Figura 6, p.102).     

Além disso, os resultados sugerem o uso de terapias gênicas ou farmacológicas que 

promovam o aumento da expressão ou conservação da β-DG, associado ao aumento da expressão 

das proteínas ligadas ao cálcio, com o objetivo de amenizar as conseqüências da ausência da 

distrofina nos músculos afetados pela DMD. 
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Increased expression of calcium-binding proteins in extraocular muscles of dystrophin-deficient 

mdx mice: potential role in muscle sparing. 

 

Duchenne muscular dystrophy is one of the most common hereditary diseases. Abnormal ion 

handling renders dystrophic muscle fibers more susceptible to necrosis. In the mdx mice, 

extraocular muscles (EOM) are protected and do not undergo myonecrosis. We investigated 

whether this protection is related to an increased expression of calcium-binding proteins, which 

may protect against the elevated calcium levels seen in dystrophic fibers. The expression of 

SERCA1, calmodulin and calsequestrin was examined in EOM and in non-spared limb, 

diaphragm and sternomastoid muscles of control and mdx mice using immunofluorescence and 

immunoblotting. Dystrophic EOM presented a significant increase in the proteins studied, and a 

significant increase in β-dystroglycan expression. These proteins were reduced in the non-spared 

mdx muscles. The increase of Ca2+-handling proteins in dystrophic EOM may permit a better 

maintenance of calcium homeostasis, with the consequent absence of myonecrosis. The results 

further support the concept that abnormal Ca2+-handling is involved in dystrophinopaties. 

 

Key words: calmodulin; calsequestrin; Duchenne muscular dystrophy; extraocular muscles; mdx 

mice; SERCA1. 
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INTRODUCTION 

 
Duchenne muscular dystrophy (DMD) is caused by a mutation in the X chromosome 

which results in the absence of dystrophin in cardiac, skeletal and smooth muscles [1, 2]. 

Dystrophin is a large protein that links the cytoskeleton to a complex of proteins in the 

sarcolemma which, in turn, interact with the extracellular matrix [3]. An established animal 

model of X-linked muscular dystrophy is the mdx mouse [4], which is unable to express 

dystrophin due to a point mutation [5]. Mdx mice exhibit many of the cellular and molecular 

abnormalities seen in DMD, including elevated serum creatine kinase levels [4], muscle necrosis 

[6] followed by muscle regeneration [7, 8], abnormal excitation-contraction coupling [9], and a 

reduction in dystrophin-associated glycoproteins [10]. 

Several studies have suggested that multiple factors contribute to muscle damage in 

dystrophic muscle, ranging from the involvement of inflammatory pathways to oxidative stress 

[11, 12]. A rise in intracellular calcium is widely thought to be an important initiating event in 

dystrophic muscle pathogenesis, in addition to other destructive mechanisms. There is a general 

concept that the lack of dystrophin causes membrane destabilization and renders the sarcolemma 

more susceptible to rupture [13] or affects the normal functioning of calcium channels [14, 15] 

that ultimately leads to an increased calcium entry into the muscle fiber. These elevated calcium 

levels activate proteases, such as calpain, resulting in myonecrosis [12, 16]. In addition to 

disturbed cytosolic calcium levels, the calcium-buffering capacity of dystrophic muscles also 

seems to be impaired [17, 18]. As a consequence, free cytosolic calcium levels are elevated, 

thereby accelerating the calcium-dependent proteolysis of muscle proteins [14]. 
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An alternative approach to a better understanding of the mechanisms involved in the 

pathophysiology of DMD and to the development of new therapeutic strategies is to study 

naturally protected skeletal muscle fibers. Dystrophic extraocular muscles (EOM) are deficient in 

dystrophin but only show a mild dystrophic phenotype [19 - 22], and several properties 

distinguish these muscles from most skeletal muscles [23]. While the sparing of these muscles is 

due, at least in part, to the small size of their fast-twitch fibers [21, 24], upregulation of utrophin 

[25] and β-dystroglycan [26] also seems to be involved in muscle protection. In vitro experiments 

have demonstrated that dystrophic EOM are more resistant to necrosis caused by 

pharmacologically elevated levels of calcium, suggesting that these muscles are spared because 

of their ability to better maintain calcium homeostasis than other striated muscle groups [19]. 

In the present study, we investigated whether the key calcium-regulatory muscle proteins 

sarcoplasmic-endoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA1), calmodulin and calsequestrin 

are overexpressed in naturally protected dystrophic EOM compared to control and more severely 

non-spared limb, diaphragm and sternomastoid muscles. We also evaluated the expression of 

utrophin and β-dystroglycan, which seem to be involved in the protection of EOM. The levels of 

SERCA1, calmodulin and calsequestrin were significantly increased in dystrophic EOM. These 

results suggest that an increase of key Ca2+-handling proteins in spared dystrophic EOM, together 

with an increase of β-dystroglycan, may permit a better maintenance of calcium homeostasis. 

These results further support the concept that abnormal Ca2+-handling is involved in X-linked 

muscular dystrophy. 
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MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Male mdx and C57Bl/10 mice obtained from the mouse breeding colony of the State 

University of Campinas were housed under controlled conditions of temperature under a 12/12-h 

light/dark cycle, with free access to food and water. All experiments were performed in 

accordance with the guidelines for the use of animals set forth by our institution. The calcium-

binding proteins calmodulin (CaM), calsequestrin (CSQ) and SERCA1 were studied. In addition, 

we analyzed the pattern of distribution of utrophin (UTR) and beta-dystroglycan (β-DG), which 

seem to be upregulated in dystrophic EOM and have been implicated in the protection of these 

muscles. 

Muscle preparation 

An established feature of the whole EOM group is that they contain spared (rectus and 

oblique) and non-spared (retractor bulbi and levator palpebrae) muscles [20, 22]. Immunoblotting 

was performed with samples containing only the spared muscles, with the retractor bulbi and 

levator palpebrae muscles being removed. Samples obtained from the tibialis anterior, soleus, 

sternomastoid and diaphragm muscles were also studied. Immunofluorescence was performed 

using the intact globe (spared and non-spared muscles together). 

 

Immunofluorescence 

Adult (2 months old) mdx (n = 5) and C57Bl/10 (control; n = 5) mice were used to study 

the pattern of distribution of SERCA1, CSQ, CaM, dystrophin (DYS), UTR, and β-DG. 
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The animals were anesthetized by intraperitoneal injection of chloral hydrate (600 µg/kg). 

The globes with intact EOM and associated connective tissue, tibialis anterior, soleus, diaphragm, 

and sternomastoid muscles were dissected out, snap frozen with isopentane cooled in liquid 

nitrogen and stored at -80oC for hematoxylin-eosin and immunofluorescence staining. The frozen 

globes were cross-sectioned (8-µm thick cryostat sections) transverse to the globe axis. Sections 

from the globes and other muscles were collected and mounted on coated microscope slides. 

Some sections were stained with hematoxylin-eosin and examined under a light microscope.  

The other sections were air dried, hydrated for 30 min in PBS, incubated with 0.3% Triton 

X-100 for 10 min, and then blocked with blocking solution (1% glycine, 3% BSA and 0.6% 

Triton X-100 in PBS; Sigma) for 3 h. The sections were incubated with one of the calcium-

binding proteins described below, DYS, UTR and β-DG antibodies overnight at 4oC. The 

sections were washed with PBS and incubated with fluorescein-conjugated anti-mouse IgG 

(Sigma; 1:500) or anti-rabbit IgG for 1 h at room temperature. Sections were washed with PBS 

and coverslipped with DABCO (Sigma) mounting medium for fluorescence microscopy and 

observed under a confocal microscope (BioRad MRC 1024) or a Nikon fluorescence microscope 

equipped with a Hamamatsu video camera. 

Control slides for the primary antibody were incubated with fluorescein-conjugated anti-

mouse IgG (Sigma; 1:500) in blocking solution instead of the primary antibody. No stained 

structures were seen in these controls. 
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Immunoblotting 

Adult (2 months old) mdx (n = 8) and C57Bl/10 (control; n = 8) mice were used for the 

quantification of calcium-binding proteins and β-DG. 

Muscles were lysed in assay lysis buffer containing freshly added protease and 

phosphatase inhibitors (1% Triton, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 10 µg/ml 

aprotinin, 1 mM PMSF, and 0.25 mM Na3VO4). The samples were centrifuged for 20 min at 

11,000 rpm and the soluble fraction was resuspended in 50 µl Laemmli loading buffer (2% SDS, 

20% glycerol, 0.04 mg/ml bromphenol blue, 0.12 M Tris-HCl, pH 6.8, and 0.28 M β-

mercaptoethanol) before separation on 8%-15% SDS-polyacrylamide gels. Proteins were 

transferred from the gels to a nitrocellulose membrane using a submersion electrotransfer 

apparatus (Bio-Rad Laboratories). Membranes were blocked for 2 h at room temperature with 5% 

skim milk-Tris/HCl Buffer Saline-Tween buffer (TBST; 10 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 

and 0.05% Tween 20). The membranes were incubated with the primary antibodies overnight at 

4°C, washed in TBST, incubated with the peroxidase-conjugated secondary antibodies for 2 h at 

room temperature, and developed using the SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 

kit (Pierce Biotechnology). 

 

Antibodies used for immunofluorescence and/or immunoblotting 

The following primary antibodies were used for immunofluorescence and 

immunoblotting: 1) utrophin (monoclonal NCL-DRP2, Novocastra), 2) β-dystroglycan 

(monoclonal NCL-b-DG, Novocastra), 3) dystrophin (monoclonal NCL-DYS1, Novocastra), 4) 

SERCA1 (monoclonal SERCA 1ATPase IIH11, Affinity BioReagents), 5) calsequestrin 
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(monoclonal VIIID12, Affinity BioReagents), and 6) calmodulin (polyclonal CaM I-FL 149; 

Santa Cruz Biotechnology). Acetylcholine receptors were labeled with rhodamine-α-

bungarotoxin (1:100 in blocking solution; Molecular Probes). 

Anti-mouse IgG-FITC (Sigma) was used as the corresponding secondary antibody for 

immunofluorescence. The corresponding secondary antibodies used for immunoblotting were 

peroxidase-labeled affinity purified antibody to mouse IgG (H+L) (KPL) and peroxidase-labeled 

affinity purified antibody to rabbit IgG (H+L) (KPL). 

 

Statistical analysis 

ANOVA was used for multiple comparisons of mean values. Comparisons of only two 

groups were made using a t-test. For all comparisons, P < 0.05 was considered to be significant. 

 

RESULTS 

Immunofluorescence: dystrophin, utrophin and β-dystroglycan 

Immunofluorescence analysis of dystrophin revealed sarcolemma staining in control 

EOM. As expected, dystrophic EOM clearly exhibited a lack of dystrophin (Figure 1A, B). β-DG 

was detected in the sarcolemma of control EOM (Figure 1C) and its expression was preserved in 

dystrophic EOM (Figure 1D). Although fluorescein labeling is only a semiquantitative method, 

the direct comparison of relative intensity levels indicated that β-DG was apparently increased in 

dystrophic EOM (Figure 1D) compared to both control EOM (Figure 1C) and limb dystrophic 

muscle (see Figure 5D for immunoblotting of β-DG). The increase of β-DG in spared dystrophic 
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EOM was confirmed by immunoblotting, which also showed a significant decrease of β-DG in 

limb, diaphragm and sternomastoid muscles compared to normal muscles (Figure 5). 

Utrophin was found to be restricted to the junctional sarcolemma in control EOM (Figure 

2B), with its expression colocalizing with acetylcholine receptors (Figure 2A) at the 

neuromuscular junction. In dystrophin-deficient EOM, utrophin expression displayed the same 

distribution pattern as seen in control muscles, i.e., at the junctional sarcolemma colocalizing 

with acetylcholine receptors (Figure 2C, D). Apparent utrophin staining was also seen in 

extrajunctional sarcolemma of dystrophic EOM (Figure 2D), but was not observed in control 

EOM (Figure 2B). In dystrophic tibialis anterior muscle, utrophin expression was detected 

colocalizing with acetylcholine receptors and in the extrajunctional sarcolemma (Figure 2E, F). 

 

Immunofluorescence: calcium-binding proteins 

The pattern of distribution of key calcium-binding proteins is shown in Figure 3. SERCA1 

exhibited a similar cytoplasmic pattern of distribution in control and dystrophic EOM (Figure 3A, 

B). The staining pattern was characterized by bright fine strands, running in parallel to one 

another and being present in almost all EOM fibers. The same pattern of distribution was seen in 

soleus muscle. However, SERCA1 staining was only detected in some soleus muscle fibers 

(Figure 3C, D), possibly corresponding to the fast-twitch fibers of this muscle [27] (Brandl et al., 

1978). An apparent decrease in the intensity of SERCA1 fluorescence was seen in dystrophic 

limb muscle (Figure 3D) when compared to control (Figure 3C). The pattern of distribution of 

calsequestrin (Figure 3E, F) and calmodulin (Figure 3G, H) was cytoplasmic and similar in 

normal and dystrophic EOM. 
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Immunoblotting: calcium-binding proteins 

Comparative immunoblotting data of the calcium-binding proteins are shown in Figure 4 

(immunoblots) and Figure 5 (graphic representation). A significant increase in the relative 

expression of SERCA1, calsequestrin and calmodulin was observed in dystrophic EOM 

compared to control EOM. 

Overall, the content of SERCA1, calsequestrin and calmodulin in dystrophin-deficient 

diaphragm, sternomastoid and limb muscles was decreased but did not differ significantly 

between mdx mice and controls. Calsequestrin was significantly decreased in diaphragm and 

soleus muscles. 

 

DISCUSSION 

 Abnormal calcium homeostasis has been related to secondary changes that may lead to 

muscle fiber degeneration [12]. In the present study, we investigated whether key calcium-

regulatory muscle proteins are differentially expressed in naturally protected dystrophic EOM 

compared to more severely affected leg, diaphragm and sternomastoid muscles from mdx mice. 

General consensus exists among a number of studies that the free intracellular calcium 

concentration is higher in muscle fibers from mdx mice compared to wild-type fibers [12, 28]. It 

is postulated that in the absence of dystrophin contraction leads to membrane tears [13] or that a 

lack of dystrophin may cause abnormal calcium channel function [15, 29], with a consequent rise 

in intracellular calcium followed by the loss of calcium homeostasis and the activation of 

degradative pathways that lead to muscle fiber necrosis [30]. In mdx mice, abnormal calcium 

handling has been suggested to play a major role in the secondary steps leading to fiber necrosis 

[17-19, 31]. The present study showed a trend toward a decrease in the sarcoplasmic reticulum 
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calcium-handling proteins SERCA1 and calsequestrin compared to wild-type fibers in dystrophic 

leg, diaphragm and sternomastoid muscles, which are severely affected by the lack of dystrophin. 

Although this trend was statistically significant only for soleus and diaphragm muscles, the 

present data generally agree with previous reports showing no changes or a decrease in the levels 

of calsequestrin and SERCA1 [17, 26, 32]. In addition, our results support the hypothesis that 

calcium regulation by the sarcoplasmic reticulum is impaired in dystrophic muscles, in agreement 

with previous findings showing a reduction in sarcalumenin, another calcium-binding element 

found in the sarcoplasmic reticulum lumen [33]. 

The cytosolic calcium-binding element calmodulin is one of the major cytosolic calcium 

buffers in muscle, and calcium-calmodulin interactions serves as regulators of calcineurin and 

calmodulin kinases [34]. Although there was a tendency towards reduced expression of 

calmodulin in dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles compared to controls, this 

difference was not statistically significant. A previous study has also shown changes in 

regucalcin, another cytosolic calcium-handling protein, in mdx leg and diaphragm muscle extracts 

[18]. Since calmodulin is anchored to the dystrophin-glycoprotein complex through dystrophin 

[35, 36], the normal levels of calmodulin observed in mdx limb, diaphragm and sternomastoid 

fibers might be related to the presence of utrophin in the extrajunctional sarcolemma, as 

demonstrated here in the tibialis anterior muscle. Utrophin normally is transcribed only in the 

junctional nuclei and occupies the sarcolemma at the neuromuscular junction [37]. In dystrophic 

muscle, utrophin is located in non-junctional sarcolemma where it may replace dystrophin [38]. 

Nevertheless, the normal expression of calmodulin, as well as of SERCA1 and calsequestrin, in 

dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles might not be sufficient to protect against 
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the increases in calcium concentration that lead to myonecrosis. Taken together, these results 

further support the view that abnormal calcium handling is involved in mdx fiber degeneration. 

A striking finding of the present study was the observation that dystrophic EOM show an 

increase in the levels of SERCA1, calmodulin and calsequestrin compared to control EOM. Since 

EOM are mildly affected by the lack of dystrophin, the present results strongly support the 

hypothesis that abnormal calcium-handling is involved in X-linked muscular dystrophy. 

Previously, EOM have been shown to be more resistant to necrosis caused by pharmacologically 

elevated calcium levels, suggesting their ability to better maintain calcium homeostasis than other 

striated muscle groups [19]. The present data suggest that this ability might be related to an 

increase of sarcoplasmic and cytosolic calcium-handling proteins. In addition, the protection of 

EOM against dystrophy may be explained, at least in part, by a better capacity of intracellular 

calcium regulation. 

Utrophin was shown to accumulate preferentially at the level of the neuromuscular 

junction, colocalizing with acetylcholine receptors, in control EOM and tibialis anterior muscles, 

as previously demonstrated [37]. The restricted expression of utrophin in synaptic regions seems 

to be under the influence of nerve-derived factors such as agrin [39, 40]. The present 

immunofluorescence data showed that utrophin expression in dystrophic EOM and tibialis 

anterior muscle was preserved at the neuromuscular junction and spread throughout the 

sarcolemma. Previous immunoblotting studies have demonstrated an increase of utrophin 

expression in EOM [38, 41], being suggested that upregulation of utrophin protects the 

dystrophic EOM [25]. 
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 The expression of β-DG, the central trans-sarcolemmal linker of the dystrophin-

glycoprotein complex, was increased in spared dystrophic EOM and dramatically reduced in 

dystrophic limb, diaphragm and sternomastoid muscles. This finding agrees with the 

immunofluorescence microscopy data, showing an increase in β-DG staining in rectus muscles 

compared to limb muscle. This result is in line with previous reports demonstrating a persistent 

expression of β-DG in EOM [26]. Normal regulation of capacitative calcium entry into skeletal 

muscle depends on the association between store-operated calcium channels and α1-syntrophin, a 

component of the dystrophin-glycoprotein complex which may anchor these channels to the 

dystrophin complex [15]. The present observation that spared dystrophic EOM overexpress β-DG 

concomitant with an increase in calcium-handling proteins suggests that β-DG may be involved 

in the regulation of calcium-signaling pathways in the muscle fiber. In the absence of dystrophin, 

β-DG may interact with utrophin, α-syntrophin or with other subsarcolemmal proteins involved 

in calcium signaling, allowing the cells to respond correctly to the changes in calcium 

concentration by regulating the expression of calcium-binding proteins (Figure 6). 

In conclusion, the present study supports the concept that the ability to better remove 

cytosolic calcium ions explains, at least in part, the sparing of EOM in mdx mice. In addition, the 

results suggest that the use of gene therapy or pharmacological agents to rescue β-DG, associated 

with an increase in calcium-handling proteins, may be useful to ameliorate the consequences of 

the lack of dystrophin in other skeletal muscles. 
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FIGURES 

 

 

       

Figure 1. Dystrophin (DYS) and β-dystroglycan (B-DG) immunofluorescence of control (CTRL) 

and dystrophic (MDX) spared rectus muscle (RE). While normal sarcolemmal labeling using 

DYS antibody is visible in control RE (A), there is no detectable labeling in mdx RE (B). An 

apparent increase in B-DYS labeling is seen in mdx RE (D), compared to control RE (C). Scale 

bar (shown only in D), 14 µm. 
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Figure 2. Acetylcholine receptors (AChRs; arrows in A, C, D) and utrophin (UTR; arrows in B, 

D, F) immunofluorescence of control (CTRL) and dystrophic (MDX) rectus (RE) and tibialis 

anterior (TA) muscles. UTR labeling is seen in the junctional sarcolemma, co-localizing with 

AChRs in control RE (B) and mdx RE (D) and TA (F). An apparent labeling is present in the 

extra-junctional sarcolemma in dystrophic RE (D) and TA (F). Scale bar (shown only in F), 34 

µm (A, B, C, D) and 42 µm (E, F). 
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Figure 3. Immunofluorescence localization 

of calcium-binding proteins in controls 

(CTRL) and dystrophic (MDX) rectus (RE) 

and soleus (SOL) muscles. SERCA1 showed 

a similar pattern of distribution in RE control 

(A) and mdx (B). In soleus, only some 

muscle fibers were positive to SERCA1 

(asterisk in C and D). Calsequestrin (CSQ) 

and calmodulin (CaM) showed a 

cytoplasmatic pattern of distribution in 

controls (E, G) and dystrophic (F, H) 

muscles. Scale bar (shown only in H), 10 µm 

(E, G, H), 20 µm (A, B, F) and 30 µm (C, 

D). 
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Figure 4. Immunoblotting analysis of calcium-binding proteins expression in crude extracts of 

extra-ocular (EOM), sternomastoid (STN), tibialis anterior (TA), soleus (SOL) and diaphragm 

(DIA) muscles from control (CT) and dystrophic (MDX) mice. Shown are the results obtained for 

SERCA1, calsequestrin (CSQ), calmodulin (CaM). The dystrophin-glycoprotein component β-

dystroglycan (β-DG) is also shown. 
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Figure 5 
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Figure 5. Graphical representation of the calcium-binding proteins expression (%) in spared 

extra-ocular muscle (EOM), sternomastoid (STN) and tibialis anterior (TA) dystrophic muscles 

in relation to normal control (100%). a, means statistically significant in comparison to control 

(Anova). Error bars, SD. 
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Figure 6. A schematic diagram of the dystrophin-glycoprotein complex in the spared extraocular 

muscle of a dystrophic muscle fiber. The dystrophin-glycoprotein complex is hypothesized to 

play a role in cellular signaling [36]. It is postulated that utrophin expression can compensate for 

the absence of dystrophin: dystrophin and utrophin are likely to bind to actin and β-dystroglycan 

(β-DGC) with similar affinities, but using distinct modes of contact [3]. The WW-EF-ZZ 

domains of utrophin mediate binding to β-DGC and the ZZ domain of utrophin, to calmodulin 

(CaM) [42]. The dystrophin-glycoprotein complex through syntrophin (syn), can influence TRPC 

(transient receptor potential channel), which participate in calcium entry and homeostasis [15]. 

Whether these associations participate in a signal transduction pathway to regulate the expression 

of calcium-binding proteins (SERCA and calsequestrin – CSQ) in the sarcoplasmic reticulum 

(SR) remains to be established.  
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