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RESUMO

Foi estudada a anatomia, histologia e histoquimica da
musculatura estriada esqueletica lateral do corpo do teledsteo
Asftyanax EIigeamanniorum Eigenmann, 191@ ( Pisces ), com a)
obyetivo de se conhecer os diferentes tipos . de fibras
musculares que ocorrem neste peixe, conhecidas como tipos 1,
I1 A e II B, bem como a sua distribui¢d3o no corpo do animal.
Foram evidenciadas as unidades musculares do animal
- 0o midmeros - entre os quais se interpOe um delgada camada de
tecido conjuntivo, o miosepto. Tais estruturas, observando-se o
peixe com a pele destacada, oferecem um aspecto em =ziguezague;
enquanto isso o0s cortes transversais revelam uma série de
secgbes cdnicas incompletas que se sobrepdem. Cada midmero,
quando 1isolado, evidencia trés prolongamentos voltados para a
porgao anterior e dois voltados para a por¢ac postericr do corpo
do animal, o que confere para a unidade muscular a forma de um &.

Utilizando-se técnicas histoquimicas, as fibras
musculares reagiram de acordo com a sua localizagcao e método
adotado. Para as técnicas de detec¢g3o da SDH e NADH-TR, a camada
muscular vermelha superficial respondeu positivamente, com a]

X



mesmo ocorrendo para a tecnica para a ATPase miofibrilar a
pH 4,6. Tal comportamento levou 3 conclusd3o de que esta camada
muscular esta constituida exclusivamente por fibras do tipo I.
Além disso, ha as fibras de diametro reduzido ( F DR ) que
situam-se praximas ao miosepto que delimita esta camada muscular
da seguinte. Tais fibras reagiram as técnicas histoquimicas da
mesma forma que as fibras do tipo I.

A situagdo se inverte para as fibras das camadas mais
profundas, situadas abaixo da anterior. Nessa regido a reacao e
fraca tanto para a SDH e NADH-TR como tambeém para a ATPase. Por

este motivo concluiu-se que tais ceélulas representam as fibras

classificadas como do tipo II. Ao aplicar-se a rea¢ao para as
enzimas oxidativas, notou-se uma heterogeneidade na resposta
histoquimica das fibras, possibilitando tal método a subdivisio

das fibras do tipo II nos subtipos II A e II1 B, +fato que por
vezes <ce repetiu na rea¢ao para a ATPase miofibrilar, onde as
celulas do tipo Il A e 11 B apresentaram-se respectivamente mais
gccuras e maie claras. As fibras do tipo II A ocupam uma regido
de transi¢do entre as camadas de fibras do tipo I e tipo II B.
Por apresentar reagao histoquimica em nivel intermediario, as
fibras do tipo II A s3o0 também clascificadas como intermediarias.
As fibras do tipo II B, por sua vez, sao conhecidas também como

fibras brancas classicas.

MX1i



I — INTRODUGCAO

Oz peixes representam um importante elo de liga¢ao na
escala evolutiva. Constituem—-se nos primeiros vertebrados
surgidos no decorrer da evolucio, tornando-se etapa
fundamental de estudo para se compreender <filogeneticamente os

diferentes aspectos histofisioldgicos envolvidos nesse processo.

Trata-se, alem disso, de um modelo experimental simples e
sistematizado, pois sao dotados de um sistema nervoso e muscular
pouco evoluido. Este fato os pOGe como um pard@metro privilegiado
nas pesquisas comparativas, pPrincipalmente quando se trata de

esclarecer duvidas com relag3c 3 organizaglo de sistemas mais
aprimorados como no caso de vertebrados superiores.

A maioria absoluta dos trabalhos e estudos referentes 3

estrutura, histoquimica, fisiologia e bioquimica dos tecidos
musculares est3o wvoltados para a obtenc2o de informagoes
relativas ao homem e a outros vertebrados, sendoc PpPOUCOS 0S5

autores que objetivam esclarecer as inumeras duvidas existentes
em relag3o0 ao tecido muscular de wvertebrados inferiores,
especialmente o0s peixes.

Considerando-se a inegavel importéncia que estes animais



detem no concerto da vida, seja pelo fato de terem sido os

primeiros vertebrados a surgirem na escala evolucionaria ou por

representarem importante fonte de proteinas, o presente trabalho
propbe-se, em @ambito geral, a fornecer informacOes, tanto em
relagao a wvariagao anatomo-estrutural como histoquimica da

musculatura estriada esquelética do tronco do teledsteo Asétyanax

elgenmanniorum Eigenmann, 191@ ( Pisces ).



II — REVISAO DA LITERATURA

LANGLER et al. (( 1962 ), estudando a musculatura
estriada esquelética dos peixes, observaram que esta era formada
por unidades em forma de &, os miOmeros, que se repetem desde a
regiao pos-cefalica até a regiao caudal do animal, o mesmo sendo
descrito por outros estudiosos ( WALKER, 1975; PIRLOT, 1976;
JAMUR, 1982 ). Determinaram também, os mesmos autores, que a
musculatura esta dividida em duas massas separadas por um septo
esqueletogenoso horizontal que divide os miOmeros em massa
muscular epaxial ou dorsal, e massa hipaxial ou wventral, fato
também corroborado por outros autores em diferentes espécies de
peixes ¢ ALEXANDER, 1969; WALKER, 1975; JAMUR, 1982;
BICHARA, 1983 ).

Ja ALEXANDER ( 1949 ), através do estudo de micmeros em

cortes transversais e longitudinais de &Gnastostomos, determinou
que cada unidade muscular, separada Por um miosepto de
natureza conjuntiva, seria formado por uma série de secgoes

cbnicas incompletas, dispostas uma sobre a outra, com seus apices
dirigindo-se alternadamente a regi3o anterior e posterior do

animal . Assim, cada midmero seria formado por cinco cones, sendo



trés anteriores ( voltados para a cabe¢ca ) e dois posteriores

( voltados para a cauda ) configurando um & ( ALEXANDER, 1969 ).

TERAVAINEN ( 1971 ) descreve a musculatura das
lampreias, inferindo qde cada miotomo consiste em geral de
quatro camadas ( ocasionalmente trés ou cinco ) de fibras

musculares centrais separadas por uma camada de fibras parietais
que as envolvem. Estas dispOem-se longitudinalmente e nos cortes
transversais apresentam-se owvais ou retangulares ( HULBERT &
MOON, 1978 ).

WALKER ( 1975 ) ao destrever a musculatura do tronco de
peixes, confirma os mesmos resultados obtidos por LANGLER et al.
( 1962 Y e ALEXANDER ( 1969 ), salientando o fato de que os
midomeros formam um complexo em ziguezague, sendo divididos por um
septo horizontal esqueletogenoso que ocorre abaixo da linhka
lateral e que se estende da pele até a coluna vertebral do peixe.

NURSALL ( 1956 ) determinou trés formatos de miOmeros em
diferentes espécies de peixes. Em Anfioxo, o midmero apresenta a
forma de ¢; em Cicldstomos a forma lembra um & com 3ngulo médio
pouco profundo e arredondado, e nos demais peixes 0s miOmeros tem
tambem a forma de &, mas com angulo médio mais profundo e
geralmente agudo.

HULBERT & MOON ( 1978 ) ao observarem a organiza¢gao dos
musculos axiais de enguias, denominaram a unidade muscular de
midtomo, referindo qQue estes possuem forma de ¥ e sao
delimitados por um sistema perimisial.

JAMUR (¢ 19B2 ) e BICHARA ( 1983 ), ao estudarem



respectivamente as espécies Rhamdia branneri e Flecostomus
commersonili, constataram que a primeira possui sua musculatura
formada por midmeros em forma de # e a segunda em forma de v,
sendo que sempre ha o0 miosepto conjuntive separando tais
unidades.

Estes autores também indicam a presenca de um septo
esqueletogenoso axial horizontal ou lateral, que divide a massa
muscular em duas grandes fases: a porgao epaxial ou dorsal,
situada acima do septo e a porgao hipaxial ou ventral, situada
abaixo do septo ( LANGLER et al, 1942; ALEXANDER, 196%9; WATERMAM,
1969, WALKER, 1973 ).

JAMUR ( 1982 ) analisou a morfologia de um midmero

isolado, distinguindo trés prolongamentos voltados para a porgic
cefalica do peixe. Dois destes cones est3o direcionados mediano-
lateralmente, sendo denominados de cones anteriores

subsidiarios, que se alternam com um prolongamento central e
maior, denominado cone anterior principal ( ALEXANDER, 1969 ).
Este ultimo apresenta uma porgao ventral cdncava que se encaixa
com a por¢gao dorsal convexa do cone anterior principal do
midmero seguinte, enquanto que o apice deste <cone anterior
insere-se na coluna vertebral. Hz ainda dois cones posteriores
que dispbem-se alternadamente com os anteriores ( ALEXANDER,
1969 .

Os mioseptos que envolvem os midmeros, quando vistos em
conjunto, d3c a musculatura axial subepidérmica o aspecto de

2iguezague que se repete por todo o tronco do animal.



PIRLOT ( 1976 ) divide a musculatura dos peixes em parte

axial ( tronco ) e parte apendicular.

A observac3o de que os misculos dos vertebrados eram
formados por diferentes tipos de fibras musculares, levou muitos
pesquisadores a tentar <classifica-los baseando-se em estudos
fisioldgicos, bioquimicos, histoldgicos e histoquimicos.

RANVIER ¢ 1873, 1874, 1880 ) citado por JAMUR ( 1982 ),
sugeriu diferengas fisiolodgicas entre as fibras musculares
vermelhas e brancas, relacionando sua velocidade de contragao
como lentas e rapidas, respectivamente.

GRUTZNER ( 1884 ) concluiu que os musculos dos

vertebrados eram constituidos por dois tipos de fibras
musculares, uma delgada ( pequeno diametro ) e escura, e outra
mais espessa ( grande di3metro ) e mais clara. A cor escura,

devia-se a presenca de maior quantidade de protoplasma entre as
miofibrilas ( KNOOL, 1891 ) e presenca de granulos intersticiais
( KOLLIKER, 1857 ), denominados de sarcossomos por
RETZIUS ( 1890 ).

Ja muito anteriormente LORENZINI ( 1678 ), citado por
CIACCIO ( 1898 ), separava a musculatura de varios animais em
vermelha e branca. BICHARA ( 1983 ) infere que na regiao do septo
horizontal axial, inclusive nas porcles mais internas da
musculatura do tronco de £. cosmeirsonii, a musculatura apresenta-
se com cor marrom-escura, formando uma faixa antero-posterior que

ocupa toda a regido caudal.



LEE et al. ( 1916 ), citado por BULLARD ( 1919 ),
percebeu diferengas quimicas e fisiologicas na musculatura de
gatos, sem contudo demonstrar qualquer varia¢ao histoldgica entre
as fibras.

BULLARD ( 1919 ), empregando a técnica de coloragao pelo

SUDAM III1 conseguiu distinguir trés tipos basicos de fibras, em

diferentes musculos de gatos: as escuras, as intermediarias e as
brancas, de acordo com o0 teor de gordura que as mesmas
apresentavam, relacionando este aspecto com a capacidade de

trabalho de cada tipo de fibra.

DENNY-BROUWN ( 1929 ), confirma tais resultados nos
mesmos mamiferos, porém sem demonstrar as vrelacbGes quantc a
velocidade de contracdao e as caracteristicas histoldgicas das
fibras.

Dando continuidade a tentativa de distinguir os tipos de
fibras musculares, HOOGEBOOM et al. ( 1946 ) e PAUL & SPERLING
¢ 1952 ), correlacionaram a populagdo de mitocdndrias com a
atividade respiratoria dos diferentes misculos de vertebrados,
indicando que as fibras brancas possuem menor conteudo de
mitocdndrias e atividade respiratodoria reduzida, ocorrendo o
contrario com as fibras vermelhas.

BRAEKKAN ( 1956 ) concluiu que o musculo vermelho de
peixes possuil maior conteddo de gordura e glicogénio que o
branco, sendo por este fato menos fatigavel.

BONE ( 1966 ), descreve dois tipos principais de fibras

musculares em miotomos de £lasmobrIdnquios, sendo que as fibras



rapidas possuem menor teor de glicogénio, gordura e mitocondrias
além de apresentarem padrdo de inervacio diferente do das fibras
lentas, as quais apresentam maior quantidade de mitocdndrias,
giicogénio e gordura. Conclui também que em movimentos vigorosos
do corpo, ha maior participacdo das fibras rapidas ou brancas do
que de fibras vermelhas ou lentas, que atuam nos movimentos
natatorios normais do animal.

GEREBTOZOFF ( 1956 ) e BUTTKUS ( 1943 ) ja haviam
determinado dois tipos diferentes de fibras, as vermelhas e as
brancas, com papeéis diferentes na locomogc3ao dos peixes.

MELLGREEN & MATHISEN ( 19466 ) concluem que em Hagfish
as fibras wvermelhas sejam as responsaveis pelos movimentos
natatodrios normais, enquanto que as fibras brancas somente atuam
em periodos curtos de nataglao vigorosa.

HUDSON (¢ 1973 ), além de relacionar as fibras brancas

com a velocidade de nata¢io dos peixes, também distingue dois

tipos basicos de fibras: as vermelhas e as brancas, sendo que as
primeiras encontram-se logo abaixo da pele e as brancas
constituem a maior parte do miotomo. Tais estudos confirmam os

resultados obtidos por MAURER ( 1894 ) e COLE ( 1967 ) em Myxine
glutinosa, e de WARTERMAN ( 194%9 ), que estudou exemplares de
Peixe-Zebra. Este ultimo autor observou que a por¢ao superficial
da musculatura € composta por fibras pequenas e altamente
vascularizadas, enquanto que na parte mais profunda ha fibras de
didmetro maior e menos vascularizadas, sendo que BONE ( 1966 )

afirma que a quantidade das primeiras aumenta progressivamente na



direg3o caudal ( dntero-posterior ) do animal. Este fato foi
tambeém observado na musculatura de espécimes de R. brannsri por
JAMUR ( 1982 ).

FLOOD & HMATHISEN ( 1962 ), estudando exemplares de
Myxine glutinosa, denominaram os dois tipos de fibras musculares
como tipos I e 11, além de descrever um terceiro tipo
situado abaixo da camada superficial da musculatura, contendo
quantidades intermediarias de lipideos e sarcoplasma, bem como
diametro menor do que aquele das fibras de tipo Il ou brancas, e
arranjo miofibrilar distinto das demais. De acordo com os
autores, as fibras do tipo I correspondem as fibras vermelhas.

JAMUR ( 1982 ) cita a presenga de fibras vermelhas logo
abaixo da pele de R. brananeri, salientando que tais fibras
dispbem-se sempre paralelas ao longo de todo o eixo do corpo, e
apresentam-se mais delgadas em relagao as fibras encontradas nas
regifes mais profundas e distantes da superficie corporal e cujas
caracteristicas seriam possuirem um didmetro maior, coloragio
branca e disposicao obliqua em relag8o as fibras musculares
superficiais. Também confirma as observagdes de WATERMAN ( 1949 )
no que se refere a riqueza de vascularizagao nas fibras vermelhas
a nivel de perimisio e endomisio.

BICHARA ( 1983 ), observando cortes transversais da
musculatura de F£. commersonii, afirma que esta constitui-se de
fibras musculares poligonais e de pequeno diametro situadas
proximas a linha lateral, definidas pela autora como fibras do

tipo 1. Abaixo desta camada localiza-se uma regido mais extensa,
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formada por fibras do tipo II, com didmetro médio maior e com
menor quantidade de tecido perimisial conjuntivo que as do tipo
I, sendo que as Jdltimas apresentam-se vricas em granulagao
sarcoplasmatica em contraposicao com as fibras do tipo II que s8o
pobres nesta granulagdo quando observadas em HE.

As técnicas histoquimicas possibilitaram localizar
sistemas enzimaticos e outros constituintes intracelulares. As
principais enzimas estudadas no musculo esqueletico sao aquelas
ligadas a sintese e degradac3o do glicogénio ( fosforilases ),
as desidrogenases ligadas ao ciclo de Krebs ( oxidoredutases ), e
as hidrolases ( como a Adenosina Trifosfatase e algumas
esterases ).

SEMENOFF ( 1935 ), «citado por JAMUR ( 1982 ), notou uma
variacao na atividade enzimatica nas fibras musculares de
anfibios utilizando a técnica classica do Azul-de-Metileno para
a Succinato Desidrogenase ( SDH ).

PADYKULA ( 1952 ), utilizando o método histoquimico para
a demonstrag3o da atividade da SDH em musculo de vrato, conclui
que as fibras de pequeno diametro contém maior quantidade desta
enzima e de sarcoplasma do que as fibras de didmetro maior.

PADYKULA & HERMAN ( 19355 ), ao estudarem a
especificidade para o método histoquimico para a Adenosina
Trifosfatase ( ATPase ) em varios tecidos de rato, observaram que
as miofibrilas respondem com forte coloragdo, ao passo que O
sarcoplasma praticamente n3o se cora pelo precipitado.

NACHMIAS & PADYKULA ( 1958 ), fazendo uso da técnica
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para a SDH, comegam a distinguir em ratos, as fibras musculares
vermelhas, escuras e granulares das fibras brancas, claras e
agranulares. Especulam que as fibras de pequeno tamanho
( vermelhas ), contém maior populacdo de mitocdndrias por unidade
de area do que as fibras maiores ( brancas ).

BONO & GERMINO ( 1958 ) encontram os mesmos resultados
indicando que as fibras vermelhas ( delgadas ) de rato fornecem
uma reacao positiva intensa, enquanto que as fibras brancas
( espessas ) dao reagao muito fraca ou negativa.

O0GATA ( 1958 ) reconheceu trés tipos de fibras em

musculo de diversos vertebrados utilizando-se da técnica para a

SDH . Encontra fibras de grande diametro, claras e com baixa
atividade enzimatica; fibras com diametro pequeno, vermelhas e
com forte atividade; e um terceiro tipo com diametro e atividade

enzimatica intermediarios. GEORGE & SCARIA ( 1958 ) mencionam
que a alta atividade enzimdtica das fibras vermelhas deve-se ao
contedido mitocondrial destas, confirmando assim os resultados de
BONO & GERMING ( 1958 ) e NACHIMIAS & PADYKULA ( 1958 ).
WACHSTEIN & MEISEL (¢ 1955 ) observaram tais resultados em
misculos humanos.

STEIN & PADYKULA ( 1942 ), combinando os resultados
obtidos em fibras estudadas apods procedimento histoquimico para
SDH, ATPase, esterase e fosforilase, «classificam as fibras
musculares de ratos em tipos A, B, e C , destacando as do tipo A
como brancas classicas e as do tipo B e C como vermelhas.

DUBOWITZ & PEARSE ( 196@ ) sugerem que os musculos de
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mamiferos podem apresentar dois tipos de fibras: as do tipo I com
alta atividade oxidativa e baixa atividade glicolitica e as do
tipo II com baixa atividade oxidativa e alta glicolitica. Ha
também as fibras intermedidarias, que contudo n3o foram analisadas
com maior profundidade pelo autor. ENGEL ( 1942 ), baseando-se na
atividade da ATPase miofibrilar, também defende as conclusGes e o
sistema de classificacao descritos por DUBOWITZ & PEARSE (1960),
indicando que as fibras do tipo I exibem baixa atividade ATPasica
e as do tipo II alta atividade. BROOKE & KAISER ( 1969 ) v@o mais
alem, demonstrando que o método histoquimico para a ATPase de
misculos humanos ( ATPase miosinica ou miofibrilar ) permite
distinguir as fibras do tipo I por sua labilidade em pH alcalino,
e as do tipo II pela labilidade em pH acido ( JOHNSTON et al.,
1975 ;, BARANY, 19467 ).

BROOKE & KAISER ( 1970 ) propdem uma classificacdo mais
apurada das fibras musculares humanas e de mamiferos, modificando

a reagao histoquimica de rotina para a ATPase ( em pH 9,4 ),

pré-incubando o0s cortes em varios nivels de pH, conseguindo com
isso demonstrar os subtipos do tipo II, denominados II A, I1 B
e II C. Resultados semelhantes foram obtidos por

DUBOWITZ & BROOKE ( 1973 ) em musculos humanos, e por TUNEL &
HART ( 1977 ).

GUTH & SAMAHA ( 197@ > e YELLIN & GUTH (¢ 1970 )
distinguem em mamiferos trés tipos de fibras brancas e um ou dois
tipos de fibras vermelhas, indiferentemente do tipo de reagao

histoquimica empregada. Designam os tipos A, B e C para as fibras
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coradas para a SDH, tipos alfa, beta e alfa/beta para a reagéao
com ATPase, modificando neste caso os niveis de pH ( entre acido
e basico ) salientando o fato de que os niveis 4,35 e 10,4 sio

criticos.

BARNARD et al. ( 1971 ), baseando-se na reag¢io
histoquimica para a NADH =~ TR ( Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Reduzida - Tetrazolium Reductase ), relacionam em

vertebrados as fibras vermelhas, brancas e intermedidrias com sua
respectiva intensidade de rea¢ao, descritas como forte, fraca e
interﬁediéria.

DAVIES & GUNN ( 1972 ) associam em mamiferos as fibras
musculares de contrag3o 1lenta e as de contrac3ao rapida ao
resultado que as mesmas exibem frente as reagbes histoquimicas
para a ATPase miosinica, SDH e fosforilase, relacionando-as com o
seu metabolismo aerobico ou anaerdbico, sem contudo aplicar seus
resultados ao sistema de classificagdao proposto por BROOKE &
KAISER ( 1970 ).

ENGEL ( 1974 ) classifica as fibras musculares humanas
como sendo do tipo I e II, quando se faz reac3o histoquimica
para a ATPase em pPH 9,4. Em pH 4,2 e 4,6 , subdivide as fibras do
tipo II em II A, II B e II C. ( BROOKE & KAISER, 1949 e 1970 ;
DUBOWITZ & BROOKE, 1973; TUNEL & HART, 1977; HINSTZ et al.,
1984 .

SASAKI ( 1974 ) e WATANABE ( 1978 ), ao estudarem os
tipos de fibras musculares em cauda de anuros sob histoquimica e

microscopia eletrdnica, determinam dois tipos de fibras: aquelas
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situadas 1logo abaixo da pele, com pequeno diametro e ricas em
mitoctndrias ( vermelhas ) e aquelas mais profundas com didmetro
maior e poucas mitocondrias ( brancas ). Ambas, respectivamente,
dio reagao forte e fraca para o metodo da SDH.

KHAN ( 1976 ) determina sete tipos de fibras em aves
com o uso da téecnica para SDH e ATPase, sendo que ha dois
subtipos do tipo I, denominadas " Tipo I A Vermelha " e " Tipo I
B Vermelha'; dois subtipos do tipo II, denominadas * Tipo II A i
Vermelho " e " Tipo II A 2 Vermelho " e ainda trés subtipos do
tipo II Branco, denominados Tipo II B 1, II B2 e II B 3.

TUNNEL & HART ( 1977 ) «classificam as fibras musculares
de varios mamiferos em tipos I, II A e II B, segundo a reacao
para a M - ATPase ( ATPase miosinica ) em pH 7,25 e 9,4.

POOL et al. ( 1979 ) determinam treés grupos de fibras
musculares em camundongos frente a reagao para a SDH,
classificando-as como tipos A, B e C de acordo com o nivel de
atividade enzimatica e intensidade de colorac¢ao.

BROOKE & KAISER ( 1970 ) consideram que a classificagao

ibras em A, B e C pode criar confusd3o com a classificac¢ao
das fibras nervosas mielinicas e amielinicas.

WATANABE et al. ( 1980 ) realizam estudo histoquimico e
ultraestrutural na musculatura de girinos, conseguindo com isso
conhecer a distribuigd8o dos dois tipos principais de fibras
musculares ( vermelhas/pequenas e brancas/grandes ) ao longo do
corpo desses animais. As fibras vermelhas situam-se na camada

mals superficial logo abaixo da pele, ao passo que as fibras



brancas ocorrem principalmente na por¢ao central do corpo.

VITA et al. ( 1980 ) determinaram a existéncia de
quatro tipos de fibras na regiio central de musculos de rato,
classificadas como tipo 1, 2 a, 2 a e 2 b , e quatro tipos‘de
fibras na regido periférica destes muisculos, separadas como
tipo 1, 2 a, 2 a'' e 2 c , sendo que os tipos 2 a' e 2 a' ' foram
identificados pela reacd8o para a NADH - TR, enquanto que as
demais foram determinadas pela rea¢ao para a ATPase.

ROUAUD & TOUTANT ( 1982 ) utilizam a reagao para a
ATPase e para = NADH - TR para distinguir em aves as fibras do
tipo Beta ( de contragdo rdpida ), tipo Alfa ( de
contrag3o lenta ) e tipo Beta'  ( fibras tonicas ).

HINSTZ et al. ( 1984 ) classificam as fibras musculares
de rato e humanas quanto a reacao histoquimica para a ATPase
miosinica como tipos I e os subtipos do tipo II ( II A, II B e
II1 C ), comparando estes resultados com uma analise quantitativa
do conteuddo enzimatico das fibras. Especulam que as fibras do
tipo II C correspondem a um tipo intermedidrio entre as fibras I
e II A. EDDINGER et al. ( 1985 ) e TEIXEIRA ( 1985 ) apresentam
resultados semelhantes.

CARRY et al. ( 1986 ), wutilizando a técnica para a
NADH - TR e ATPase em pH 4,6 , separam as fibras musculares
estriadas esqueléticas humanas como grosseiras, granulares e
finas ( BARNARD et al., 1971 ).

McVEAN et al. ( 1987 ) adotam os resultados obtidos com

imunohistoquimica para classificar as fibras musculares de pombos
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de contvac3o lenta como tipo ANTI - I ( correspondentes ao tipo I
da classificacao classica para M - ATPase ) e tipo ANTI - II A
correspondentes ao tipo II classico. No presente trabalho adotou-

se a classificac2o proposta por BROOKE & KAISER.

Os estudos histoquimicos realizados na musculatura
esqueletica de peixes, revelam a existéncia de trés a quatro
tipos principais de fibras musculares, definidas pela sua
natureza metabodlica, distribui¢80 nos midmeros, atua¢do nos
movimentos natatorios, velocidade de contracido, nivel de
atividade de enzimas oxidativas, nivel de atividade da ATPase
miofibrilar ou miosinica em diferentes niveis de PH e
temperatura, diametro e alguns outros aspectos diferenciais.

Muitos autores concordam com o fato de que a musculatura
lateral do tronco de muitas espécies de peixes esta dividida em
pelo menos trés regifes, desde aquela situada logo abaixo da
pele, onde normalmente ha fibras vermelhas de pequeno didmetro, a
regiao de transi¢cd3o para a musculatura branca onde se encontram
as fibras intermedidrias e a regiao mais profunda, ocupada por
fibras brancas de grande diametro ( JOHNSTON et al., 1974,
DATTA MUNSHI et al., 1975; PATTERSON et al., 1975;
RAAMSDONK et al ., 1978; KORNELIUSSEN et al., 1978; JDHNSTDN
& LUCKING, 1978; CARPENE et al., 1982; TATARCZUCH &
KILARSKI, 1982; JAMUR, 1982; BICHARA, 1983; KRONNIE et al.,
1983; SHASHI & TALESARA, 1984, ZAWADOWSKA & KILARSKI, 1984 ).

DGATA ( 1958 ) descreve trés tipos de fibras musculares
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em carpas, baseando-se na reacao histoquimica para a SDH, sendo
definidas como fibras wvermelhas, brancas e intermediarias.
MELLGREN & MATHISEN ( 19646 ) encontram resultados semelhantes em
misculos do tronco de Hagfish. Segundo OGATA ( 1958 ) esta
classificac3o €& possivel pois existem diferencas entre as fibras
tanto na quantidade e na atividade respiratoria das mitocbndrias,
como na atividade da enzima succino desidrogenase. Estudando a
musculatura de HMyxine glufinosa, DAHL & NICOLAYSEN ( 1971 )
observam que as fibras brancas, vermelhas e intermediidrias, podem
ser relacionadas respectivamente como fibras de contrag¢ao rapida,
lenta e lenta/rapida e variam sua intensidade de colorag¢ao em
diferentes niveis de pPH para a ATPase miofibrilar ( H#M-
ATPase ). NAG ( 1972 ) wverifica que a actomiosina das fibras
brancas € trés vezes mais ativa do que a das fibras vermelhas,
quando examinadas pelas reagOes para a ATPase em exemplares de
Salmo gairdnerli .

JOHNSTON et al. ( 1974 ) adaptaram o método
histoquimico para a ATPase em musculos de mamiferos para musculo
de peixes, variando o periodo de pré-incubacao e a temperatura
deste meion, conseguindo com 1isso distinguir quatro tipos de
fibras pela coloracao diferenciada que apresentaram. As fibras
foram denominadas como tipos vermelho superficial, rosadas
( " Pink Fibers =~ ) de diametro grande e pequeno, brancas
profundas de grande diametro e as chamadas Fibras de Diametro
Reduzido ( FDR ), situadas nas proximidades do miosepto

horizontal que divide o mibmero em parte epiaxial e hipoaxial,
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sob a pele e a camada de fibras vermelhas.

DATTA MUNSHI et al. ( 1975 ), ao estudarem a atividade
da SDH em diferentes misculos respiratdrios de Pagarius bagarius,
encontraram os mesmos tipos de fibras musculares descritas por
OGATA ( 1958 ) e por MELLGREN & MATHISEN ( 1966 ).

PATTERSON et al. ( 1975 ) descrevem em cinco espécies
de teledsteos os quatro tipos de fibras musculares descritas por
JOHNSTON et al. ( 1974 ), baseando-se na reacao para a SDH, e
relacionam-nas com a atividade natatodria dos peixes. Salientam o
fato de que as espécies de habitos ativos, apresentam uma camada
de fibras intermediarias bem desenvolvida. 0s peixes de habitos
sedentarios possuem poucas fibras intermediarias podendo as
mesmas serem ausentes, o que pode ser compensado pela ocorréncia
de fibras vermelhas ( tipo I ) dispersas pela musculatura branca.
As fibras de diametro muito reduzido, mencionadas por JOHNSTON et
al. ( 1974 ), além de serem pouco oxidativas ( KILARSKI, 1967 ) e
labeis em pH alcalino para a M - ATPase ( KRONNIE et al., 1983 ),
sao freqiientemente encontradas em regides de crescimento
muscular, sendo consideradas células ou fibras satelites
( KILARSKI, 19647 ) que ainda n3o atingiram seu desenvolvimento
maximo ( KRYVI, 1977 ), e que originarao fibras brancas
( CARLSON, 1973; CARPENE & VEGGETTI, 1981, CARPENE et al., 1982 )
Para TATARCZUCH & KILARSKI ( 1982 ) e KRONNIE et al. ( 1983 )
estas fibras ocorrem na musculatura superficial lateral ou entre
as =zonas vermelha e branca, adjacentes a camada de fibras

intermediarias.
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JOHNSTON et al. ( 1975 ) descrevem estes quatro tipos
de fibras musculares em exemplares de Salao galrdneri,
baseando—-se na reagao histoquimica para a SDH e a M - ATPase. Ha

as fibras vermelhas ou tipo I ( MEYER,‘ 1979 ), superficiais e de

diametro pequeno, que reagem intensamente na rea¢3o para a SDH e
que sao alcalino - ldbeis em prée-incuba¢dao a pH 10,4 para a
ATPase miofibrilar, atuando nos movimentos natatdrios lentos do
animal ( HUDSON, 1973 ). As fibras intermediarias reagem

moderadamente para a SDH e s30 alcalino - estaveis para a reagio

para a M - ATPase, formando uma camada abaixo daquela de fibras
vermelhas, ambas originandc uma figura que lembra um tridngulo,
com o vértice apontando para o centro do midmero ( KRONNIE et
al., 1983 ). A regido mais profunda e predominante no midmero

acha-se constituida por fibras brancas de diametro avantajado
que s3o SDH negativas e alcalino - estdveis para a M - ATPase,
corando-se fortemente para esta reac¢ao. Entremeadas com as fibras
brancas, ha um subtipo de fibras vermelhas que fornecem a
musculatura um aspecto em mosaico ( BODDEKE et al., 1959; CARPENE
et al., 1982 ). Estas fibras vermelhas desempenham atividade em
movimentos natatdrios repentinos e de maior velocidade ( HUDSON,
1973 ).

Utilizando exemplares Jovens e adultos de
Brachkydanio rerio, RAAMSDONK et atl. ¢ 1978 ) confirmam o0s
resultados encontrados por JOHNSTON et al. ( 1974 e 1975 ) e DAHL
& NICOLAYSEN ( 1971 ), aleém de relacionarem os tipos de fibras

tom a velocidade de contra¢g8o e a resisténcia das fibras a
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KORNELIUSSEN et al. ( 1978 ) verificam que as fibras
musculares brancas de teleosteos sao ATPase - positivas apoOs
pré-incubacio em meio alcalino, enquanto que as fibras
superficiais vermelhas apresentam-se mais claras
( ATPase - negativas ) e as fibras adjacentes a estas adquirem
uma coloragcao um pouco mais escura. Observam também que ha um

decréscimo na atividade da SDH desde a regiao superficial até as
regibes mais profundas da musculatura ( KRONNIE et al., 1983,
JAMUR, 1%82 ).

As fibras vermelhas superficiais, de diametro pequeno,
responsaveis pelos movimentos natatodrios lentos, de contragio
lenta, resistentes a fadiga, oxidativas, ricas em mitocOndrias,
gordura, mioglobina e metabolismo aerobico, SDH positivas,
alcalino - labeis e acido-estadaveis para M - ATPase, s3o descritas

por JOHNSTON & LUCKING ( 197B ) em exemplares de Carassius

auratus, sendo que estas correspondem as fibras do tipo 1
( MEYER, 1979 ). €Estes autores também descrevem as fibras
brancas, profundas, de grande diametro, contrag¢lo rapida, ativas
em movimentos natatorios rapidos e vigorosos, facilmente

fatigdveis, glicoliticas e metabolismo anaerdbico, SDH negativas,
alcalino-estaveis e acido-labeis para a M - ATPase, como
tipo II B ( MEYER, 1979 ), além das fibras intermediarias
( rosadas ou cor de cravo ), de contrac8o rapida, oxidativas e
reagao moderada para a SDH e ATPase ( alcalino-estaveis ),

classificadas como tipo II A por MEYER ( 1979 ) e BROOKE & KAISER
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( 1970 ).

MEYER ( 1979 ) conclui que com pré-incuba¢do a pH 4,35
para demonstragao da M - ATPase, as fibras do tipo I
de lampreias reagem intensamente adquirindo coloragao escura.
Estas fibras respondem fortemente para a rea¢3oc com a SDH e
NADH-TR. O contrario ocorre para as fibras dos tipos II A e II B,
as quais contudo reagem com intensidade apos pré-incubagio em pH
10,4 para a M-ATPase. Resultados semelhantes foram descritos por
DAHL 8 NYCOLAYSEN ( 1971 ) em Myxine glutinosa e por TERAVAINEN
« 1971 ).

MOSSE ( 1979 ), ao estudar a musculatura lateral de
teledsteos pelagicos através de reagOes histoquimicas para a SDH
e NADH-TR, encontra atividade destas enzimas nas mitocodndrias,
nas regibes subsarcolemais e nas proximidades dos capilares
sanguineos. As fibras vermelhas reagiram intensamente. As fibras
intermedidrias, por ele denominadas fibras rosadas, formam uma
camada de transi¢ao entre as musculaturas vermelha e branca. As
fibras proximas a camada muscular vermelha reagem mais
intensamente do que aquelas adjacentes a camada muscular branca.

RAAMSDONK et al. ( 1980 ) correlacionam os quatro tipos
de fibras musculares encontrados no teleosteo
Brachgdanio rerio com a classificacao histoquimica e
imunohistoquimica vigente.

CARPENE et al. ¢ 1982 ) confirmam os vresultados de
varios autores ( JDOHNSTON et al., 1975; PATTERSON et al .,

1975; BODDEKE et al., 1979; HUDSON, 1973, RAAMSDONK et al.,
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1978; JOHNSTON & LUCKING, 1978, MEYER, 1979, JAMUR, 1982;
BICHARA, 1983 ), ao investigar histoquimicamente os diferentes
tipos de fibras em peixes de adagua doce, salobra e salgada.
TATARCZUCH & KILARSKI ( 1982 ), KRONNIE et al. (1983),
ZAWADOWSKA & KILARSKI ( 1984 ) e SHASHI & TALESARA ( 1984 ), além
de distinguirem os quatro tipos principais de fibras tanto
pela reaga3o para a SDH como para a M - ATPase, mostram também a
distribuig30 destas fibras nas diferentes regibes da musculatura
do tronco e da cauda de diversas espécies de teledsteos, sendo
que JAMUR ( 1982 ) e BICHARA ( 1983 ), ao estudarem a musculatura
esqueléetica de exemplares adultos de R. branneri e F.commersonirl,
sob reacbes histoquimicas para a SDH, NADH - TR e ATPase, bem
como coloracbes histoldgicas de rotina como HE, Tricrdmico de
Mallory e Tricromico de Gomori modificado, percebem que a camada
de fibras wvermelhas superficiais apresenta um aumento na sua
espessura na medida em que se progride na dire¢ao da cauda,
transi¢ao esta que se da gradual e lentamente. Ao mesmo tempo, a
camada de fibras brancas que predomina na regido cefalica,

diminui gradualmente na dire¢ip da cauda do peixe.



III — MATERIAL E METODOS

Para a realiza¢ao do presente trabalho foram utilizados
15 exemplares adultos, de ambos o0s sexos, da espécie Asfyanax
eigenmanniorum Elgenmann, i910 ( Pisces) ( FOWLER, 1948 )

%

comumente conhecidos como Lambari Rabo~-Vermelho , cujo
comprimento medio era de 8 centimetros ( Fig. {1 A ).

Todos o0s espécimes foram coletados na area do Paraque
Regional do Iguagu, distante 20 km do campus universitdrio da
Universidade Federal do Parana, sendo transportados em sacos
plasticos apropriados, contendo agua do prdprio reservatdrio. No
laboratorio eram colocados em aquarios com agua em temperatura
ambiente, sendo sacrificados por comogao cerebral. 0Os espécimes
destinados ao estudo anatdmico, foram fiwxados em solu¢cdo aquosa
de formol a 10X e depois colocados em frascos contendo alcool a
70%. Para o estudo histoquimico, fragmentos da musculatura do
tronco do animal foram fixados por congelagd3o em nitrogénio

liquido, permanecendo neste meio até o inicio da microtomia.

+ A classificacdo dos especimes foi realizada pelo Museu de Historia Natural da Prefeitura
Municipal de Curitiba.
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Para a obtengdo de resultados sobre a organizagiao
anatbmica da musculatura lateral dos espécimes em estudo, foram

adotadas duas formas de procedimento:

A) Cortes Transversais - foram realizados em série ao
longo do tronco do animal, 1iniciando-se da regifo cefdlica
ate a regiao caudal, obtendo-se dessa forma seis tomos, cada um
com aproximadamente 1 cm de espessura. Tal procedimento expds as
unidades constituintes dispostas longitudinalmente na
musculatura, de forma a se tornar possivel observa-las no
sentido transversal, viabilizando assim uma analise criteriosa do
curso dos mioseptos em relagd3o a massa muscular. Em seguida, com
0 auxilio de um microscopio estereoscopice, a imagem de cada
segmento foi transferida para papel milimetrado com a finalidade

de demonstrar as unidades musculares e a disposigio dos

mioseptos. A observagio seqiuencial das figuras assim obtidas,
permitiu compreender a ordenag2o exata dos midOmeros - como s3o0
denominadas as referidas unidades ~ ao longo do tronco do animal,

bem como a imbrica¢So0 entre os mesmos.

B) Isolamento do Mibmero - a fim de complementar as
observacdes sobre a estrutura organizacional macroscdpica da
musculatura, procedeu-se ao isolamento de suas unidades
musculares. Isto tornou-se possivel, pois, apos a exposigiao da
musculatura do tronco pelo afastamento cuidadoso da pele desde a

regiao cefalica ateé a caudal, foi revelada a existéncia de linhas



em forma de & ou ziguezague, como resultado da disposi¢cao dos
midbmeros. Em seguida, com o auxilio de instrumental cirdrgico
apropriado, procedeu-se ao isolamento de um miOmero. Este era

considerado perfeitamente isolado quando era retirada intacta a

unidade situada sobre o miosepto.

Para facilitar a dissec¢8o e a 1identifica¢doc dos
miomeros, gotejou-se Azul-de-Metileno a ©,2% na musculatura dos
animals logo apos sacrifica-los, visto que o corante aumenta o
contraste entre as unidades musculares e o miosepto, este dltimo

de natureza conjuntiva.

Para a obten¢g3o dos resultados histologicos, foram

coletadas seis pegas ou fragmentos de aproximadamente 1 <cm de

espessura, correspondentes a cada tomo, partindo-se da regido
cefalica ate a regido da cauda. As pecas foram entio fixadas em
formol a 1@ ¥ por um periodo de trés horas, sendo em seguida

lavadas em 3dgua corrente por doze horas a fim de se retirar o
excesso de fixador. Na sequéncia, as pecas foram desidratadas em
alcoois de concentragao crescente ( de 70 % a 100 % ),
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Na emblocagem as
pecas foram orientadas de maneira a se obter cortes transversais
da musculatura. 0Os cortes obtidos em microtomo tipo MINOT, com

espessura de oito micvrOmetros, foram ent8oc submetidos & coloracio

pela Hematoxilina & Eosina e Tricromico de Mallory +
Hematoxilina. Pela HE, o citoplasma das celulas musculares cora-
se em roseo-claro e os nuclecs em azul-violaceo. Na técnica pelo

Tricr6mico de Mallory + Hematoxilina, o citoplasma cora-se em



vermelho e o0s nucleos em azul-violaceo.

2é

Os mioseptos conjuntivos

coram-se em azul-claro.
A seguir apresentamos o0s roteiros das técnicas
histoldgicas adotadas neste trabalho.
1) HEMATOXILINA & EQOSINA:
A) Corantes e Solugles:
A.i1) Hematoxilina de Harris;
Hematowxilina cristalizada ....... S g
Alcool @5 % ... .. ... ... ... ... 100 m}
Sulfato de Aluminio e ambnio ( aldmen
amoniacal ou de potassio ) ...... 20 g
Agua Destilada .................. 1000 ml
Acido Acético ... ... .. .. ... .. .. 2-4 ml
Ooxido de Merciurio ( vermelho ) .. 3 g
Dissolva a Hematoxilina no alcool.

Dissolva o sulfato em

solugbes, ferva
Mercidrio, fervendo
tornar- se de cor
rapidamente e,
Acetico aumenta
corar o nudcleo.

antes do uso.

agua quente.
rapidamente e junte o
novamente a solu¢ao,
vermelho-escﬁro.
adicione o Acido
a especificidade do

Este corante e

Junte as duas
Oxido de
ate ela
Esfrie
Acetico. O acido
corante em

estavel. Filtre
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A.2) Eosina Y -~ sol. aquosa 2,5% - 5% - 10%;
Eosina Y ... ... 2,59 ... 59 .... 10 g
Agua Destilada . ... ... .. ... ......... 100 ml
Triturar e ir adicionando agua destilada

ate a completa dissolucglo.

B) Método de Colorac¢do:

i. Desparafinizar;
c. Lavar em agua de torneira por 5 minutos;
3. Corar pela Hematoxilina de Harris por S5 a

19 minutos;
4 Lavar em agua de torneira por S minutos e

limpar as laminas;

5. Corar pela Eosina por 3 a 5 minutos;
6. Lavar em dgua destilada;

7. Desidratar;

8. Montar em meio sintético.

€) Resultados:

Azul-violaceo - nucleos;

Rosa - citoplasma;

Vermelho - hemacias.

2) TRICGMICO DE MALLORY + HEMATOXILINA:

A) Corantes e Solug¢des:

A.1) Hematoxilina de Harris;



A.2) Azul de Anilina - Orange § - Acido

Fosfotingstico;

Azul de Anilina . ... ...... ... .... 0,5 g
Orange G . ... ... ... ... ... ... .. 2 g
Acido Fosfotungstico ............ 1 g
Agua Destilada . ................. 100 ml

B) Método de Coloragdo:

1) Desparafinar;

2) Lavar em agua de torneira por 5 minutos;

3) Corar pela Hematoxilina de Harris por 5 a
15 minutos;

4) Lavar em a@gua de torneira por 5 minutos e
limpar as laminas;

5) Passar para o Azul de Anilina - Orange G -
Acido Fosfotungstico por 20 a 3@ minutos e
sem lavar, passar para o alcool;

6) Desidratar;

7) Montar em meio sintético.

€C) Resultados:

Laranja-amarelo - hemacias;
Vermelho - fibras musculares;
Azul - tecido conjuntivo, fibras

colagenas;

Azul-violaceo - nicleos.
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Para os estudos histoquimicos, pelos quais foi possivel
classificar as fibras musculares e acompanhar a sua distribuig¢do
ap longo do tronco do animal, foi utilizada metodologia
especifica ( WERNECK, 1981 ). Ao todo foram processados trés
animais fémeas dos quais foram obtidos seis tomos ou secgdes de
aproximadamente § cm de espessura.

De cada tomo obteve-se uma fatia correspondente a face
esquerda da musculatura, Junto a coluna vertebral. Este
fragmento, com forma de meia-lua, era entd3o incluido em suporte
especial para microtomia com goma adraganth a 7 %, de maneira a
se obter cortes transversais das pegas musculares. Apos a
orienta¢c8o0 da pega, a amostra era coberta com talco em pd ( para

crioproteg3ao )} e mergulhada em nitrogénio liquido a temperatura

o

de -170 C, sendo mantida neste ate cessar o borbulhamento

caracteristico. Em seguida, as amostras eram transferidas ao
o

criostato CTI, com temperatura interna de - 20 C,

aguardando-se alguns minutos para que o tecido atingisse a
temperatura interna do aparelho. 0s cortes transversais foram

o
obtidos com navalha de a¢o a temperatura de - 20 C e espessura

i a

media de oito micrdmetros. Gragas ao dispositiveo anti-roller ",
evitou~-se a superposicdo e fragmenta¢io dos cortes, que entic
eram colhidos em laminulas 24 x 24 mm por contato direto. A
aderéncia acontecia por tensdao superficial e diferenga de
temperatura. As laminulas com o0s cortes eram mantidas em

temperatura ambiente pelo periodo minimo de trinta minutos e

maximo de quatro horas, conforme a reacd3o0 a ser efetuada,
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possibilitando-se assim uma perfeita ades3o do tecido antes de o
mesmo ser processado.

0s cortes foram retirados seqiencialmente totalizando
trés laminulas por tomo de cada animal. Para o primeiro animal,
procedeu-se metodologia para a SDH ( Desidrogenase Succinica ),
NADH-TR ( Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzida -
Tetrazolium Reductase ) e ATPase ( Adenosina Trifosfatase )
com pre-incuba¢lo em meio acido ( pH 4,6 ), respectivamente para
os trés cortes de cada tomo. Para o segundo animal, adotou-se a
sequéncia com reagbes para NADH-TR, ATPase 4,6 e SDH. Para o
terceiro animal, iniciou-se as reagOes com a ATPase 4,6
sequindo-se com SDH e NADH-TR. Tal procedimento permitiu a
observa¢ao da disposi¢ao das fibras musculares ao longo do corpo
do animal, obtendo-se dados comparativos importantes, visto que,
por exemplo, pode-se confrontar a classificagao das mesmas fibras
dos tomos cefalicos até os tomos caudais.

Para evitar possivels erros na metodologia histoquimica,
convencionou-se proceder as reagOes das seis laminulas de cada
animal relativas a cada tipo de rea¢ao histoquimica,
aproveitando-se O mesmo meio de incubagao. Isto possibilitou
oferecer para todos os cortes musculares a mesma quantidade de
substrato para as enzimas.

Como foi mencionado anteriormente, utilizou-se trés
métodos histoquimicos para a demonstragcio das enzimas musculares.

A seguir estio descritas as técnicas histoquimicas utilizadas.
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A) NADH—TR ( Nicotinamida Adenina Dinucleotrdeo

Reduzida —- Tetrazolium Reductase )

Esta enzima é encontrada nas regifes intermiofibrilares,
nas mitocdndrias e no reticulo sarcoplasmatico. Reflete a
utilizacio de metabolitos do ciclo de Krebs. Transfere elétrons

( hidrogenio ) de um substrato para um receptor, sendo a seguir

reduzida. 0 receptor € ent3ao oxidado por uma diaforase e o
elétron de transferéncia € captado pelo NBT ( Nitro Blue
Tetrazolium ), sal de coloragdo amarela que se reduz, fica
insoluvel e precipita, originando um composto de <coloragio

azul-violeta, a formazana.

A técnica wutilizada foi uma modificagd3c de WERNECK
( 1981 ).

Técnica para NADH-TR:

i. Soluglbes:

A. Tamp30 Tris - HC1, pH 7,4

Tris ( hidroximetil ) aminometano .. 6,05 -]
acido Cloridrico concentrado ... .. .. 3,34 ml
Agua Destilada ...... ... ... .. .. .. .. 1000 ml

2. Meio de Incuba¢lo:
Tampado Tris - HCY ... ... ... ... . . . . . 16 ml
NBT ( Nitro Blue Tetrazolium ) .. ... 10 ml

Beta - NADH ¢ forma reduzida ) ..... 1¢ meg



3. Procedimento:

a) Ajustar o pH do meio de incubagdoc para 7,4;

b) Incubar os cortes a 37OC durante 30
minutos;

c) Lavar em agua destilada;

d) Lavar em acetona a 30 X%, 60 %, 90 %X, 60 % e
30%;

e) Lavar em dgua destilada;

) Montar em Geleia de Glicerina.

Observagiao: 0 uso da acetona objetiva
remover o0s lipidios podendo contudo ocasionar um
decréscimo de intensidade na coloragio. N3o ¢é

porém, essencial, podendo ser excluida.

B) SDH ( Pesidrogenase Succinica )

Enzima exclusivamente intra-mitocondrial. A base da
reagao e idéntica a da NADH-TR, n3o necessitando de coenzima,
transferindo eletrons diretamente para o NBT utilizado, qQue se

reduz e origina a formazana respectiva, a qual se precipita dando
cor azul-violeta. As fibras sao identificadas conforme a
intensidade de cor que tomam, comportando-se da mesma maneira que
a reacaoc para a NADH-TR. O0s granulos de cor azul indicam os

locais de ocorréncia das mitocondrias.
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Técnica para Desidrogenase Succinica ( SDH ):

1. Solu¢bes:

A) Succinato de Sodio 0,2 M

Succinato de Sadio ......... ... ...... 3,24 g

Agua Destilada .. ........ . .. ... ..., 100 ml

B) Tamp8o Fosfato 0,2 M

Fosfato de Monossodico .............. 2,28 g
Fosfato de dipotassio ............... 54¢ mg
Agua Destilada ........... .. .. ... ... .. 100 ml

2. Meio de Incubagilo:

Succinato de sodio ©,2 M ........... 5 g
Tampao Fosfato @,2 M ... ... . ... . .... S ml
NBT ( Nitro Blue Tetrazolium ) ...... 10 ml

3. Procedimento:

a) Ajustar o pH do meio de incuba¢2o para 7,6;
b) Incubar as laminulas com os cortes durante
o
6@ minutos a temperatura de 37 C;

c) Lavar em agua destilada durante 1 minuto;

d) Montar em Geleia de Glicerina.



Chéada T P a 8 e s

( Adenosina Trifosfatases )

Sao encontradas ao nivel das miofibrilas
( miosina, banda A ) e, com o auxilioc de diversos artefatos de
laboratorio, variando-se o pH do meio de reag3o, € possivel se
demonstrar diferentes tipos de fibras, conforme a intensidade de
reac30. 0 processo histequimico, para se obter tal classificagao,
depende de uma série de reacbes complexas, ate se chegar a um
produto final.

D corte do tecido € incubado em uma solu¢@o contendo ATP
e calcio a pH 9,4. A enzima retira o terminal fosfato do ATP e,
devido a presenca de calcio na solugao, tal fosfato combina-se
imediatamente com o mesmo para formar fosfato de calcio. A um pH
alcalino o fosfato de cdlcio € insoluvel, sendo depositado no
local da atividade enzimatica. 0 corte € entao removido e
colocado em uma solugao de cloreto de cobalto. Ocorre entao uma
troca do cobalto pelo cadlcio, formando-se o fosfato de cobalto
nos locais onde anteriormente se encontrava o fosfato de calcio.
A seguir, o tecido € exposto ao sulfeto de ambnia, resultando a
formagao de sulfeto de cobalto, negro e insoluvel . 0 local da
atividade enzimatica original e assim demonstrado. A pH 9,4 as
fibras do tipo I apresentam cor marvrom mais claro ( indicando
reac80 menor ) do que as fibras do tipo II, que se apresentam com

CoY marrom-escura.
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Para se demonstrar os subtipos do tipo II, ou seja,
tipos II A e II B, realiza-se a reacao histoquimica para a ATPase
em niveis de pH diferentes ( WERNECK, 1981 ). No presente
trabalho, pProcedeu-se apenas a rea¢ao para ATPase em pH 4,6
( ATPase acida ), o que exigiu a utilizagc3o de um meio de pré-
incubag¢do em tamp3o Barbital Acetato ©,2 M. Neste nivel de pH, as
fibras do tipo I ficam coradas em marrom ou bege-escuro, ao passo
que as fibras do tipo Il coram-se com menos intensidade. As
fibras II A e II B, ficam respectivamente com cor bege e bege-
claro. Tal resultado deve-se ao fato de que a pré-incubac¢do enm
meio 4dcido 1inibe quase totalmente as ATPases das fibras II B,
inibe parcialmente as fibras II A e n3o inibe as fibras do

tipo I ( BROOKE & KAISER, 1970¢; WERNECK, 1981 ).

Técnica para ATPase acida - pH 4,6:

1. Solug¢des:

A) Tamp3o Barbital Acetato ©,2 M

Acetato de Sodio ............... 1,94 9
Barbiturato de Sddio ........... 2,94 g
Agua Destilada ... ....... . ...... 100 ml

B) Meio de Pré-incubagao

Tampio Barbital Acetato 6,2 M ... 10 ml
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C) Solucdo de Barbiturato de Sddio

Barbiturato de Sodio .......... 4,124 g

Cloreto de Calcio ............. 1,995, g

Agua Destilada ................ 1000 ml
D) Solug30 de Cloreto de Cobalto

Cloreto de Cobalto ............ 20 9

Agua Destilada ................ 1000 ml
E) Solu¢io de Sulfeto de Amdnia

Sulfeto de Amdnia . ............ 1 ml

dgua Desmineralizada .......... ? ml

2. Meio de Incubacgiao:
Solugio de Barbiturato de Sodio 10 m}

Adenosina, 9 - Trifosfato ( ATP ) 15 mg

3. Procedimento:

a) Ajustar o pH do meio de pré-incubagdo para
4,46

b)Y Pré-incubar durante 5 minutos em
temperatura ambiente ( 20 - ESOC );

c) Lavar com a solu¢ao de Barbiturato de

Sddio a pH 9,4 sem ATP, durante 3@

segundos;



d)

e)

)

g)

h)

i)

J)

k)

cortes

Ajustar o pH do meio de incuba¢8o para 9,4

com Hidroxido de Sodio;

Incubar o0s cortes a temperatura de 3700
durante 30 minutos;

Trasnsferir as laminulas para a solugio de
Cloreto de Cobalto durante 3 minutos;
Mergulhar em dgua destilada durante 3
minutos, trocando-a a cada minuto;
Transferir para a solugao de Sulfeto de
Amonia durante 16 segundos;

Lavar em agua desmineralizada corrente por
20 minutos. Olhar ao Microscopio dptico se
todo o precipitado foi removido;
Desidratar em alcoois de graduagao
crescente;

Montar em resina sinteética ( ENTELAN ).

Observagao: Na teécnica para ATPase, o0s
em laminulas foram incubados em cubas

especialmente adaptadas para tal finalidade.



IV — RESULTADOS

A musculatura esquelética do tronco de Astyanax
eigenmanniorum ¢ constituida por unidades musculares denominadas
midmeros ou miotomos ( Fig { B e § € ). Cada mibmero esta
delimitado por septos de tecido conjuntivo, o0s mioseptos, que
aparecem nas figuras obtidas dos seis cortes anatdmicos
transversais seriados, realizados desde a regiao situada apds os
opeérculos ( regifio cefalica ) até a regido imediatamente anterior
A nadadeira caudal ( regi3o caudal ) ( Fig. 2 ).

Nestas figuras torna-se possivel observar que estes
mioseptos delimitam varias sec¢Oes sobrepostas que constituem os
prolongamentos dos midmeros. Cada midmero acha-se constituido por
cinco prolongamentos ou cones, que conferem ao mesmo a figura de
um &# , sendo que na dire¢3o da porgao cefalica do corpo voltam-se
trés prolongamentos ou cones anteriores. Ha dois cones anteriores
secundarios que sce dispOem alternadamente com um prolongamento
central maior, o cone antevior principal que se insere na coluna
vertebral do animal. Na dire¢3o posterior, voltados para a regiao
caudal, ha dois prolongamentoc dispostos alternadamente aos cones

anteriores, denominados cones posteriores ( Fig. 3 ).
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0 formato dos midmeros e a delimitac3o dos mesmos pelos
mioseptos, conferem a musculatura um aspecto em =ziguezague, o
que pode ser facilmente observado retirando-se a pele sobre a
musculatura superficial ( Fig. & B ).

Percebe-se também que os midmeros, ao se repetirem pelo
corpo, apresentam tamanhos e Angulos diferentes, sendo que os
midmeros situados anteriormente a nadadeira anal possuem angulos
mais abertos além de serem maiores quando comparados aos situados
posteriormente a nadadeira ( Fig. 3 ).

Observando-se atentamente 0s cortes tranversais
seriados, percebe-se um septo conjuntivo horizontal que parte
da coluna vertebral em diregao as camadas musculares
superficiais, e que separa a massa muscular em duas regifes: uma
dorsal ou epaxial e uma ventral ou hipaxial ( Fig. 2 ).

Nota-se também uma faixa ou lamina de musculatura de
tonalidade escura situada superficialmente, que percorre toda a
extens2o do tronco na altura da linha lateral. A medida que sce
aproxima da regido caudal, esta musculatura vermelha aumenta em
espessura, sendo que o0 restante da massa muscular apresenta

colorag3o branca ( Fig. 1 B e 2 ).

Para a obteng3o dos resultados histoldgicos, foram
obtidos seis fragmentos da musculatura lateral do corpo de um
exemplar de A. elgenmanniorum . 0s fragmentos foram obtidos na
altura da linha lateral do peixe.

Obteve~se varios cortes histologicos - preferencialmente
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transversais - de cada fragmento, que em seguilida foram
submetidos & <coloragio pela Hematoxilina & Eosina e pelo

Tricromico de Mallory + Hematoxilina.

Em todas as observagOes microscopicas percebeu-se a
existéncia de ao menos duas camadas de fibras musculares
distintas, sempre delimitadas por septos conjuntivos, os

mioseptos. Chamou a aten¢3o o fato de que a camada de fibras
vermelhas aumentava gradualmente em espessura quando se afastava
da regiso cefalica do corpo. As fibras brancas ocupavam a maior
parte do corte.

Percebeu-se também, a partir do terceiro fragmento, um
septo conjuntivo mals espesso, que se estende desde a colunza
vertebral ate a pele, dividindo as camadas musculares
simetricamente. Um cord3o nervoso longitudinal ao corpo também é
visto na altura do miosepto que separa a camada de fibras
vermelhas da subjacente, composta de fibras brancas.

ODs <fragmentos da regiao caudal mostram muitos mioseptos
delimitantes dos cones anteriores e posteriores dos mibmeros.
Nota-se que, apesar do corte histoldgico seccionar os
prolongamentos em alturas diferentes, n3o ha wvariac¢ao na
distribui¢8o dos dois tipos de fibras musculares.

A disposi¢ao, algumas vezes obliqua, das fibras
brancas no midmero, mostra as mesmas em diferentes 3ngulos de
corte, principalmente transversal e obliquo.

Na coloracio pela HE e pelo Tricromico de Mallory +

Hematoxilina , percebeu-se duas camadas de fibras, sendo uma mais



estreita logo abaixo da pele e outra mais profunda, separada da
anterior por um miosepto conjuntivo. As fibras superficiais
mostraram-se poligonais, com diametro pequeno e mais agrupadas
entre si1. Pode-se perceber a presen¢ca de numerosos nucleos de
formato oval e disposi¢cao superficial. Em alguns nucleos era
possivel evidenciar um nucleéolo central e pequena quantidade de
heterocromatina. No tecido conjuntivo endomisial, algumas vezes
alterado pelo processamento histoldgico, percebeu-se nicleos
pavimentosos de células conjuntivas, os fibrocitos.

0 miosepto que delimita as duas camadas de fibras
musculares ramifica-se e dirige-se para a coluna vertebral.
Concluiu-se que este e formado por tecido conjuntivo do tipo
denso, povoado por muitas fibras colagenas, celulas conjuntivas e
alguns vasos sangulneos, principalmente capilares, alguns
contendo eritrdcitos nucleados.

0 restante do midmero mostra fibras musculares maiores
em diametro, poligonais, e mais espagadas umas das outras. O
endomisio, quando visivel, ficou reduzido a delicados filamentos
entremeando as fibras musculares ( Figs. 4, Se é ). Apds a
colorag@3o com HE, nas fibras mais superficiais o sarcoplasma
corou-se em vroseo e 0s nucleos em azul-violaceo. No caso das
fibras mais profundas e localizadas abaixo do miosepto, o
sarcoplasma corou-se em roseo-claro e o©0Ss escassos nicleos
lenticulares, densos e superficiais apareceram em azul-violaceo.

A coloracgao pelo Tricrbmico de Mallory + Hematoxilina

evidenciou wmelhor os mioseptos conjuntivos que coraram-se em
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azul-claro. Percebe-se em alguns 1locais celulas adiposas
uniloculares nos mioseptos maiores. As fibras da camada mais
superficial adquiriram coloragiao wvermelha, devido a maior
acidofilia, enquanto que as fibras das camadas mais profundas

apareceram avermelhadas ou alaranjadas. Os niucleos coraram-se em

azul-violaceo.

Da mesma forma como procedeu~se para a obten¢30 dos
resultados histologicos, para os estudos histoquimicos sempre
foram wutilizados cortes transversails obtidos de seis tomos ou
fragmentos da musculatura 1lateral do corpo, desde a regiao
cefalica ateé a regido caudal. De cada fragmento da musculatura
obteve-se trés cortes, cada qual processado para um meétodo
histoquimico diferente. Mesmo frente a diversas reagoes
histoquimicas, foi sempre possivel perceber uma camada de fibras
musculares logo abaixoc da pele onde a reagao apresenta-se
relativamente homogénea, e abaixo desta, dependendo do tipo de
reagao, uma ou duas camadas de fibras musculares malores enm
diametro onde ha alguma heterogeneidade as reagbes.

A seguir, serao apresentados os resultados obtidos dos

trés procedimentos histoquimicos adotados neste trabalho.

S D H ( Pesidrogenase Succinica )

A observacao sequencial dos cortes transversais ao longo
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do corpo, processados para a reagdao com esta enzima de
localizac¢io exclusivamente intra-mitocondrial, permitiu a
diferenciac8o dos dois tipos basicos de fibras musculares: as do

tipo I e II, sendo que as ultimas apresentaram-se divididas em
dois subgrupos, denominados pela literatura como tipos II A e
II1 B ( Figs. 7 e 8 ).

As fibras do tipo I formam uma camada na superficie do
corpo, subjacente a pele e se projetam em direg¢do a coluna
vertebral. A popula¢3oc de fibras nesta camada € menor na regildo
cefalica e wvali aumentando gradualmente no tronco e na cauda.
Possuem diametro pequeno, formato poligonal e volume homogéneo. A
reacac histoquimica sempre manifestou-se positiva, sendo
que os cortes obtidos das regifes anteriores do corpo, reagiram
com intensidade menos acentuada do que aqueles das regilGes
posteriores. A intensidade da rea¢3o, desta forma, cresce
progressivamente ao longo do corpo.

Os sais de formazana azuis 30 numerosos e grandes,
distribuindo-se equitativamente pelas regibes intermiofibrilares
no sarcoplasma. Percebe-se também uma intensa rea¢dao na regiao
subsarcolemal ( Figs. 7 e 8 ).

Na altura do miosepto conjuntivo que segrega esta camada

muscular da subjacente, encontramos as Fibras de Didmetro
Reduzido, que reagiram moderadamente, apresentando-se com
tonalidade azul-clara, granulos menores e escasso06s. A regiao

subsarcolemal corou-se melhor ( Fig. 8 ).

De um modo geral, percebeu-se tambem que a reacio
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apresentada pelas fibras mais proximas da pele foi menos intensa
do que a rea¢80 das fibras mais distantes ( Fig. 8 ).

Passando-se para a camada de fibras intermediarias
( tipo II A ), situada logo depois do miosepto conjuntivo,
percebe-se uma brusca diminui¢do na intensidade de coloracio.
Tais fibras, quando comparadas com as do tipo I, apresentam-ce
com diametro maior, poligonais e com significativa reduc¢io do
numeros de granulos de formazana, alem de colora¢3o menos intensa
na regidao subsarcolemal ( Figs. 7 e B8 ).

Ao se observar sequencialmente os cortes, verificou-se

que as fibras da regiso anterior e cefdlica reagiram com menor

intensidade do que aquelas da regido posterior e caudal, que
apresentaram-se moderadamente coradas. s fibras das regibes
anteriores deram rea¢io praticamente negativa, quase nao se

corando. 0Observa-se ainda fibras menores, com formato triangular,
porem com a mesma intensidade de reagao das fibras maiores,
situadas na camada muscular intermediaria. Estas fibras pequenas
aparecem entremeadas com a fibras maiores. Nota—-se ainda que as
fibras situadas ao nivel do miosepto delimitante da camada de
fibras do tipo I, apresentam-se mais reativas do que as fibras
mais profundacs e distantes, sendo que esta reducac somente se
manifesta apos as duas ou trés primeiras camadas de células, e
ent8o gradualmente diminui até a rea¢cBo se tornar praticamente
imperceptivel.

Constituindo o restante do midmero, encontramos as

fibras musculares de grande didmetro, poligonais e com vreagao



praticamente negativa para a SDH. Com exce¢3o0 das regibes
posteriores do tronco e da regifo caudal, onde a reagao
apresentou uma leve positividade, todo o restante das fibras
reagiu negativamente ao processo histoquimico. As fibras
musculares desta camada s3o0 conhecidas como sendo do tipo II B
( Figs. 7 e 8 ). As fibras que manifestaram alguma reac¢do,
apresentam granulos escassos e pequenos de formazana nas regioes
intermiofibrilares do sarcoplasma e uma leve marca¢gao na regiao
subsarcolemal .

Ao se proceder a observagZo seqiencial dos cortes,
constatou-se que n3o ha variagao significativa na espessura da
camada ao 1longo do corpo, como foi observado com as camadas
anteriores. A quantidade de fibras parece diminuir na regiao
caudal, onde o prdprio formato do corpo afila-se para formar a
nadadeira caudal. Tal como na camada de fibras intermediarias ou
do tipo II A, existem fibras de menor diametro, triangulares,
entremeadas com as fibras maiores, e que apresentaram basicamente

a mesma intensidade de reag2o das dltimas.

N A D H — T R
( Nicotinamida Adenina DPinucleotideo Reduzida

- Tetrazolium Reductase )

Da mesma forma que ocorreu na reagao para a SDH, a

reac30 histoquimica para a NADH-TR permitiu a diferenciacio de
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dois tipos de fibras musculares: tipo I e tipo II, e os dois
subgrupos do tipo II: IT Ae Il B. A reacao ocorre com
intensidade maior nas regildes intermiofibrilares do sarcoplasma e
nas regibes subsarcolemais, evidenciando a presenga de
mitocondrias e de reticulo sarcoplasmdtico ( Fig. ¢ ). De um modo
geral, as reagOes apresentaram-se indistintamente mais intensas
do que as verificadas pelo processo histoquimico da SDH.

Ao se comparar o0s resultados destes dois procedimentos
histoquimicos ( SDH e NADH-TR ), pode-se observar a repetigao
das mesmas camadas de fibras musculares Jja descritas
anteriormente.

A camada de fibras do tipo I, subjacente 2a pele,
apresenta-se com reagido intensa em toda a extens3o do-corpo, nao
se percebendo contudo variaglo na intensidade de coloragao como
ocorreu com a SDH. As fibras do tipo I mostraram riqueza de
granulos de formazana tanto no sarcoplasma como na regiao
subsarcolemal ( Figs. 9 e 10 ). Da mesma forma que na rea¢ao para
a SDH, ha um ligeiro decréscimo na coloragao das fibras
adjacentes a pele, sendo que a rea¢ao torna-se mais intensa
quando afasta-se em direcao ao miosepto delimitante. Tal fato,
porém, nao foi observado em alguns cortes, onde a reaGg30 ocorreu
homogeneamente em toda a camada. Repetiu-se a constata¢ao de que
esta camada aumenta gradualmente em espessura quanda se dirige
para a regido caudal do peixe. As Fibras de Diadmetro Reduzido
apareceram ao nivel do miosepto delimitante da camada seguinte e

reagiram com intensidade menor do que as fibras maiores.
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A camada seguinte, constituida por fibras do tipo II A,

mostrou uma brusca diminui¢c380 na colorag3o, com as fibras
apresentando pequenos e escassos granulos de formazana
distribuidos no sarcoplasma ( Fig. ie ). As regibes
subsarcolemais mostraram-se mais coradas. As células dispostas

nas proximidades do miosepto delimitante da camada de fibras
vermelhas ( tipo I ) apareceram com marcacao mais intensa do que
a das celulas mais profundas, onde a reagao gradualmente diminui
a ponto de se tornar praticamente negativa e imperceptivel
( Figs. 9 e 11 ).

A espessura desta camada diminul progressivamente ao
longo do corpo e o nivel de. reagldo parece nao diminuir ou
aumentar, mantendo-se constante desde a regido cefalica até a
caudal. Fibras de diametro menor, triangulares, porém com a mesma
resposta histoquimica das fibras maiores, acham-se intercaladas
com as ultimas ( Fig. 11 ).

A camada seguinte, composta de fibras do tipo II B,
apresentou—-se em geval com as mesmas caracteristicas encontradas
na rea¢ao para a SDH, ou seja, a reagdo foi praticamente nula,
com as fibras demonstrando numero reduzido de granulos de
formazana em ceu sarcoplasma ( Figs. 9 e i2 ). Em nenhum corte
porém, observou-se rea¢cio totalmente negativa, fato wverificado
também na reag23o para a SDH. Além disso, da regido cefalica ate a
mediana do tronco, a reagao manifestou-se fraca, ao passo que da
regido posterior do tronco até a caudal, a vreacao aumenta

apresentando-se moderada.



Fibras de menor diametro, triangulares, obedecendo &

mesma resposta histoquimica das fibras maiores, aparecem

intercaladas entre as ultimas.

Aa T P a s e

( Adenosina Trifosfatase pH 4,6 )

Os cortes processados para a reacao pela ATPase, foram
pré-incubados em meio acido - pH 4,4 - durante cinco minutos em
temperatura ambiente.

Foi possivel distinguir as fibras tipo I e tipo II, bem
como os subtipos do tipo II: II A e II B. Esta subdivisio por
vezes manifestou-se com pouca evidéncia.

Tal como ocorreu na observagio das reagoes histoquimicas

anteriores, nas quais evidenciou-se enzimas oxidativas,
encontrou—-se distribuig3o semelhante das fibras musculares, qQue
dispbem-se¢ em duas ou mesmo em trés camadas. Da mesma forma,

percebeu—se claramente um gradual aumento de espessura da camada

de <+fibras do tipo I em dire¢80 & nadadeira caudal. Nao foi
possivel, com base neste tipo de rea¢ao, perceber a gradual
diminui¢380 da espessura da camada de fibras tipo II A, fato
obserwvado nos cortes submetidos aos demais processamentos

histoquimicos.
As fibras do tipo I, que formam uma camada logo abaixo

da pele, reagiram moderadamente, apresentando uma colorag¢ao
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predominantemente marrom-escura, que algumas vezes variava para
bege-escura ( Fig. 13 ). Sob o ponto de vista morfoldgico, estas
fibras apresentaram as mesmas caracteristicas, como formato e
didmetro, Ja anteriormente descritas. Percebe-se porém, a total
auséncia do tecido conjuntivo intercelular - o endomisio - que
desapareceu durante o processamento histoquimico.

Nao houve variagdo significativa de intensidade da
reagao a0 longo do corpo, nem mesmo na mesma camada muscular.
Alguns segment os porem, n3o reagiram ou reagiram muito
fracamente. De um modo geral, a reagcao manteve-se homogénea. As
Fibras de Diametro Reduzido, que foram observadas, deram reagao
de igual intensidade as fibras do tipo I.

A passagem entre a camada de fibras do tipo I para a de
tipo I1, mostrou fibras de diferentes diametros, sendo possivel,
em alguns segmentos, percebé-las com formato triangular,

fortemente reativas e intercaladas com as de maior diametro e

poligonails qQue reagiram fracamente. Estas fibras exibiam
caracteristicas tipicas de fibras brancas. Tal disposi¢8o da a
esta regido do mdsculo um aspecto em mosaico, e parece

constituir wuma regiaoc de transigao entre as camadas de fibras
do tipo I & II ( Fig. 15 ).

A maior parte da musculatura do midmero esta constituida
por fibras musculares brancas de grande diametro, as fibras do
tipo II B. Ha também fibras menores e triangulares que contudo
ndo reagiram da mesma forma que aquelas da camada anterior. Estas

fibras foram 1nibidas quase que totalmente e coraram—-se eff



bege-claro, com o mesmo ocorrendo para as fibras poligonais
maiores ( Fig. {4 ).

Ao contrario do que ocorréu nas reacoes para a SDH e
NADH-TR, nado observou-se variagao no nivel de reagao, quando da

observagao segiiencial dos cortes ao longo do corpo.
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Vista externa lateral de
Asfyanax eigenamanniorum.

Vista superficial da musculatura
lateral de A. esigeamannliorum apos a
retirada da pele. Observa-se a

imbricacao das unidades miomericas, bem
como o0 gradual aumento da musculaturza
vermelha ( setas ) na diregao caudal.

Disposigao anatdomica de alguns
midmeros 1solados ( setas ). Percebe-se
a mudan¢a no angulo dos cones a medida
que se avanga da regiao cefalica para a
caudal .
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Fagr-2h = Representagao do aspecto exibido pelos
miomerose nos cortes transversals seriados,
cada qual com espessura aproximada de 1 cm.
0O primeiro desenho representa a regiao mais

anterior ( cefalica ), enquanto que o©
ultimo representa a regiao posterior
( caudal ) do animal. Os esquemas abrangem
apenas um dos lados do animal. As linhas
escuras correspondem aos mioseptos. A
musculatura vermelha aparece em pontilhado.
0 restante corresponde a musculatura

branca. ( C.V. = Coluna Vertebral )
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Imagem de A. elgenmannlorum com alguns
midmeros isolados ( setas ). Cada miomero
corresponde a um dos tomos utilizados para
o estudo histologico e histoquimico.

Corte transversal da regiao caudal. Nota-se
a camada muscular vermelha, constituida por
fibras menores em diametro, e a camada
muscular branca onde as fibras s2o maiores.
Tricrdmico de Mallory + Hematoxilina.
Aumento: 63 x.
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Corte transversal da camada muscula
vermelha da regido caudal. As fibras qu
constituem esta camada s3ao as vermelhas

encontram-se mails agrupadas entre si. Nota
a presenga dos nucleos perifericos e do
mioseptos conjuntivos (setas). Tricrbmic
de Mallory + Hematoxilina. Aumento: 16¢ x.

<

r
€
e
| @
S
o



Fig.

Corte transversal da camada muscular branca
da regiao caudal. Perceber que estas fibras
musculares brancas s3o maiores em diametro,
e encontram-se mals espagadas umas das
outras. 0Os mioseptos conjuntivos coraram-se
em azul-claro. Tricromico de Mallory +
Hematoxilina. Aumento: 240 x.
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Corte transversal do tecido muscular d
regiao cefalica, abrangendo fibra
musculares do tipo I e II, com os subtipo
I A e II B. Notar a variacao morfologic

a
<
S
a

entre os tipos I e II bem como a diferenca

na compactagao entre as mesmas. SDH
Aumento: 180 x.



Fig.

Corte transversal das fibras musculares

Obserwvar a wvariagao na intensidade de
coloracao nas fibras do tipo I, que aumenta
em dire¢cao ao miosepto. Pode-se perceber
também as fibras de didmetro reduzido,
moderadamente coradas ( setas ). ApoOs 0
miosepto, ha as fibras do tipo II A,
seguidas pelas do tipo I1I B. SDH .
Aumento: 240x.



Fig.

Corte transversal da regiao cefalica
Percebe-se a presenga de Tfibras maic
escuras, menores e mais compactadas, que
correspondem ao tipo I. Abaixo do miosepto
ocorre um repentino decrescimo na
coloragao, onde as fibras sao malores,
menos compactadas e menos coradas

( tipo II Y. Notar nesta camada os subtipos
II A e II B. NADH - TR. Aumento: 63 x.
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Fig. 1@ - Corte transversal da camada muscular
constituida por fibras do tipo I. Nota-se a
riqueza de granulos de formazana tanto no
sarcoplasma ( setas I como na vregiao

subsarcolemal . A 1intensidade da reagio
aumenta em dire¢ao ao miosepto ( regiido
inferior da figura ). NADH - TR.

Aumento: 95x.
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Corte

transversal da regiio

Presenga das fibras do tipo I
miosepto ) e do tipo II (
miosepto ). NADH - TR. Aumento:

do
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Corte transversal da regiao da cauda,
exibindo a camada muscular constituida
por fibras do tipo II B. Notar a pequena
quantidade de granulos de formazana (setas)
em comparagao com as fibras do tipo I. Ha
uma fraca rea¢cdo na regiao subsarcolemal.
Perceber tambem as fibras menores €
triangulares entremeadas com as maiores
( ponteiras ). NADH - TR. Aumento: 240 x.
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Corte transversal da regiao cefalica,
exibindo as fibras do tipo I, que reagiram
intensamente ao processo histoquimico. Na
regiao inferior da figura nota-se algumas
fibras do tipo II, que reagiram com pouca
intensidade. ATPase pH 4,6. Aumento: 63 x.

Camada muscular constituida pelas fibras do
tipo I1. As fibras mais coradas sao do tipo
IT @&, e as mais claras s3ao do tipo II B. A
reagao histoquimica neste nivel de PpH
provoca a 1inibi¢3o quase total da ATPase
miofibrilar ou miosinica das fibras do tipo
II, ao passo que as fibras do tipo I nao

sofrem inibig3o. ATPase pH 4,6,
Aumento: 240 x.
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Corte transversal da regiao cefalica,
mostrando a transigcao da camada de fibras
do tipo I para o tipo II. Notar as fibras
triangulares ( tipo I ) fortemente coradas,
intercaladas com as fibras maiores
( tiro Il ) que reagiliram com fraca
intensidade. 0 conjunto proporciona a]
aspecto em mosaico descrito pela
literatura. ATPase pH 4,6. Aumento: 240 x.



VI — DISCUSSAODO

Embora a literatura relacionada com a descrigao da
musculatura estriada esqueletica de peixes mostre que os midmeros
£3a0 unidades basicas constituintes deste tipo de tecido, deve-se
considerar que sua organiza¢ao hao € a mesma para todas as
especies ( NURSALL, 1956; LANGLER et al., 1942; ALEXANDER, 1949;
WALKER, 1975; PIRLOT, 1976; KORNELIUSSEN et atl., 1978;
JAMUR, 19B2; BICHARA, 1983 ). Em Astyanax sigeamanalorum tais
unidades apresentam a configura¢do de um &, fato que se repete em
um grande numero de espécies de teleosteos estudados pelos
autores acima citados, além de HULBERT & MOON ( 1978 ). Como
seria de se esperar, considerando a variabilidade morfo-funcional
desses vertebrados, o formato dos mibmeros em &, por vezes
denominados miotomos ( TERAVAINEN, 1971; HULBERT & MOON, 1978 ),
ndo € uma constante entre os peixes. Em Flecostomus commersonii
e em Anfioxo, por exemplo, os midmeros assumem a forma de um ¢
( BICHARA, 1983; NURSALL, 1956 ). Apesar de a maioria dos autores
concordarem com as observacgdes colocadas POV
LANGLER et al. ( 1962 ), no que se refere ao formato em ¥ dos

miomeros, o formato em ¢ exibido pelos mibmeros descritos em
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F£. cosmersonil por BICHARA ( 1983 ) pode se relacionar ao fato de
que tal especie de peixe apresenta caracteristicas morfoldgicas
tipicas de um ser muito primitivo ( ALEXANDER, 1946 ). € possivel
que estes dados possam indicar uma varia¢do em termos de
complexidade dos mibOmeros na musculatura destes vertebrados. €
valido salientar que os midmeros do animal em estudo parecem

constituir um tipo predominante entre as diferentes espécies de

peixes.

LANGLER et al. (¢ 1942 ) e PIRLOT ( 1976 ), ao
descreverem midmeros de Ciclostomos, mostram-nos também em forma
de ¥, poreém com angulo médio menos profundo, tendendo para um
formato arredondado, fato também presente em Lampréias

( TERAVAINEN, 1971 ). O0Observando-se a musculatura de A.
eigenmanniorum percebe-se que ao longo do corpo, ocorre uma certa
heterogeneidade quanto ao tamanho e angulo dos midmeros. Pode-
se mencionar, Ppor exemplo, que aqueles situados anteriormente a
nadadeira anal, apresentam angulos mais abertos do que 0s
situados posteriormente a esta. Observacbes semelhantes foram
também vrealizadas por BICHARA ( 1983 ) em F£. commersonii, em
cujos midmeros o dngulo é mais amplo na regiao cefalica que na
caudal. Deve-se ressalvar, porém, que neste caso o midmero
apresenta formato em ¢. Por outro lado, em Rramdia branneri o ¥
miomérico exibe um angulo médio profundo e normalmente agudo
( JAMUR, 1982 ).

0 encaixe perfeito e harmonioso entre os midmeros e seus

prolongamentos ou cones, originam a imagem em ziguezague vista
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ao longo do corpo de A. elgenmanniorum, quando € procedida a
retirada da pele para se expor a musculatura lateral. Tal
observagao foi também descrita por LANGLER et al. ( 1962 ),
ALEXANDER ( 1969 ), WALKER ( 1975 ), HULBERT & MOON (¢ 1978 )
e JAMUR ( 1982 ). Esta disposicao permite uma articulag¢ilo
harmoniosa da musculatura ( WALKER, 1975 ; HULBERT & MOON, 1978 )
e proporciona um deslizamento preciso e suéve das massas
musculares entre si o0 que facilita o deslocamento do peixe em seu
habitat ¢ JAMUR, 1982 ).

Embora a literatura utilize os termos midmero e miotomo
como sindnimos, visto gque etimologicamente ambos definem a mesma
estrutura, no presente trabalho preferiu-se denominar a unidade
muscular que constitui o tecido muscular estriado esquelético do
espeécime em estudo como midmero, Jja que o mesmo € de maior
consenso entre os estudiosos.

Em A. elgenmanniorum, os miOmeros e seus prolongamentos
encontram-se delimitados por mioseptos de tecido conjuntivo, fato
jJa anteriormente descrito e observado em outras especies de
teledosteos ( LANGLER et al., 1962; ALEXANDER, 1969;
WATERMAN, 1969; WALKER, 1975; HULBERT & MOON, 1978; JAMUR, 1982 ;
BICHARA, 1983 ). Os prolongamentos mioméricos definidos em
A. eigenmanniorum como cones anteriores secundarios, cone
anterior principal e cones posteriores, correspondem a estrutura
dos midmeros de teledsteos descritos por ALEXANDER ( 19469 ) em
exemplares de Gnastostomos e JAMUR ( 1982 ) em R. bHranneri, onde

cada miosepto limita trés cones anteriores e dois posteriores. No
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caso de #F. commersonii, onde o miOmero POSSUi aPenas dois
prolongamentos 1ligados entre si por um vértice voltado para a
regiao cefalica do animal, o miosepto delimita dois cones
posteriores e um anterior ( BICHARA, 1983 ). 0Os mioseptos, desta
forma, compGem um sistema perimisial ( HULBERT & MOON, 1978 ).

A presenca de um septo esqueletogenoso horizontal
dividindo a musculatura em por¢3o epaxial e hipaxial é descrita
em telebsteos estudados por ALEXANDER ( 1969 ), WALKER
( 1975 ), KORNELIUSSEN et al. ( 1978 ), JAMUR ( 1982 ), BICHARA
( 1983 Y. Em A. eigenmanniorum, porem, o septo horizontal que
divide a musculatura e formado por tecido conjuntivo rico em
fibras colagenas, o qual se ramifica em septos mais delgados e
perpendiculares, que por sua vez segregam as diferentes camadas
musculares.

Na espécie estudada, ha wuma lamina ou faixa de
musculatura de tonalidade escura, que percorre superficialmente
toda a extens3o do corpo do animal na altura da linha lateral.
Tal camada muscular € constituida por fibras wvermelhas que
aumentam numericamente na regiao caudal do animal. Este fato ¢
confirmado pelos estudos de JAMUR ( 1982 ) e LANGLER et al.
( 1962 ). Este dltimo menciona a presen¢a de uma camada muscular
relativamente escura, a semelhanga de uma cunha achatada, situada
entre o septo esqueletogenoso horizontal e a capsula de tecido
conjuntivo abaixo da pele. JAMUR ( 1982 ), infere que, no caso de
R.branneri esta massa muscular constitui a camada muscular

vermelha. A mesma conclus3o pode ser obtida em relacdo a A.
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cigenmanniorum, apOs comparar o0s resultados do presente trabalho
com aqueles dos autores acima citados. Diferengcas de carater
histoldgico e histoquimico, poreém, podem ser percebidos quando se

faz um estudo comparativo com o restante da musculatura, a qual €

constituida por fibras brancas. Desta forma os miBGmeros em A.
glgenmanniorum, organizam-se em trés camadas de fibras
musculares: a vermelha e a branca, sendo que entre ecstas esta a

camada de fibras intermedidria, embora TERAVAINEN ( 1971 ) tenha
encontrado de trés a cinco camadas musculares em lampréias.

O0s resultados histoldgicos mostram a musculatura de A.
eigenmanniorum constituida por dois tipos de fibras musculares,
as wvermelhas e brancas. De acordo com GRUTZNER (¢ 18B4 ),
estes dois tipos de fibras correspondem aos tipos basicos
encontrados na musculatura de outros wvertebrados, inclusive o
homem, sendo as fibras vermelhas consideradas pelo autor como
delgadas, de pequeno diametro e escuras, e as fibras brancas
correspondem ao tipo mais espesso, de maior didmetro e cor mais
clara. Ja ha um século KNOLL ¢ 1891 ) relacionava a cor escura
das fibras a de maior quantidade de sarcoplasma e de granulos
intersticiais ( KoLLIKER, 18357 ) denominados por RETZIUS ( 18%@ )
de sarcossomos. Comparando-se as conclus8es surgidas dos estudos
de HOOGEBOOM et al. ( 1944 ) e de PAUL & SPERLING ( 1932 ), com
aquelas obtidas em 4. eigenmanniorum, pode-se deduzir que as
fibras brancas possuem menor conteudo de mitocdndrias e atividade
respiratdria reduzida, ocorrendo o contrario com as fibras

vermelhas, sendo que estas, por apresentarem maior teor de



7o

gordura e glicogénio do que as brancas, podem ser consideradas
como menos fatigaveis ( BRAEKKAN, 1956; BONE, 1946 ). Também o
padr3o de 1inervagao das fibras vermelhas ou lentas € diferente
daquele apresentado pelas fibras brancas, sendo que, em
movimentos natatdrios normais as fibras lentas participam mais
intensamente ( BONE, 1946; DENNY-BROWN, 1929 ). Nos movimentos
natatorios wvigorosos, a vparticipa¢ao maior seria das fibras
rapidas ou brancas, e permitiriam, por exemplo, fuga imediata de

um predador ( GEREBTOZOFF, 1936; BUTTKUS, 1963; BONE, 1964;

MELLGREN & MATHISEN, 1966; HUDSON, 1973 ). A vpopulagao
predominante de fibras lentas na regiao caudal de A.
eigenmanniorum, alem de corresponder as observagfes descritas
pelos autores acima citados, permite ao animal realizar

movimentos natatorios lentos e normais, sendo que em movimentos
repentinos e wvigorosos, toda a musculatura do tronco seria
exigida.

Ds resultados obtidos através da coloragao pela HE na
especie em estudo, revelaram duas camadas de fibras musculares,
cada «qual com um tipo de fibra. A camada muscular wvermelha
encontra-se formada por fibras mais agrupadas, enquanto o
restante da musculatura e constituida de fibras brancas, as quais
dispGem-se mais espagadas umas em relagao as outras. Estas
observacdes confirmam os estudos realizados por MAURER ( 1894 ),
HUDSON ¢ 1973 ), COLE ¢ 1907 ) em exemplares de Myxine glutinosa,
JAMUR ( 1982 ) em R. branneri e WATERMAN ( 1949 ) em

Peixe-Zebra nos quais ha intensa vasculariza¢2o entre as fibras
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vermelhas. Na regi3o mais profunda do miOmero, as fibras brancas
apresentam diametro maior e s3o menos vascularizadas.

BONE ( 1966 ) afirma em suas conclustes que a quantidade

de fibras vermelhas aumenta progressivamente na diregao
antero-posterior do carpo, fato também observado em a.
eligenmanniorum, bem como em Rkamdia brannsri ( JAMUR, 1982 ). E

licito afirmar desta forma que as fibras vermelhas necessitem de

maior suprimento sanguineo, pois mantem-se em constante processo
de contrag¢do. Em /. ergenmanniorum percebeu-se a existéncia de
capilares sanguineos nhos mioseptos, principalmente apos a

aplicagao da técnica do TricrOmico de Mallory + Hematoxilina.
WATERMAN ( 1949 >, JAMUR ( 1982 ) e BICHARA ( 1983 ) encontram
resultados similares em seus estudos com teledsteos.

A0 se caracterizar o tecido muscular que estrutura os
midmeros de A. eigenmanniorum com o Tricrdomico de Mallory +
Hematoxilina e HE, pode-se verificar que as fibras superficiais,
vermelhas e pequenas em diametro, coram o seu sarcoplasma em
rdseo pela HE e em vermelho pelo Mallory, e os nucleos, que sao
numerosos, superficiais e de formato oval, em azul-viclaceo,
caracteristicas aque podem corresponder as fibras do tipo I. As
demais fibras, situadas mais profundamente, sdao brancas, maiores
em diametro, com o seu sarcoplasma corando-se em rdseo-claro
pela tecnica da HE e em vermelho-alaranjada pelo Mallory +
Hematoxilina. Seus nucleos com cromatina altamente condensada sio
lenticulares, mais escassos e superficiais, corando-se em azul-

violaceo, podendo tais fibras serem relacionadas com as fibras do
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tipo II. O sistema perimisial das fibras do tipo I € bem mais
desenvolvido do que aquele na camada de fibras do tipo 1II,
conclusbes que sdao tambeém confirmadas por JAMUR ( 1982 ) e
BICHARA ( 1983 ). Além disso, JAMUR ( 1982 ) constatou uma
granulacao citoplasmiatica ém ambos os tipos de fibras musculares,
fato nac observado em A. ecigenmaaniorum. Deve-se mencionar também
que no espécime em estudo, pelas teécnicas histoldgicas adotadas,
nao foi possivel distinguir as fibras intermediarias, como
descrevem FLOOD & MATHISEN ( 1942 ) nos seus estudos em HMyxine
glutinosa. Em /. eigenmanniorum, tais fibras foram observadas
somente pelo uso de técnicas histoquimicas.

Embora pesquisadores como WATANABE et al. ( 1978 ) nao
manifestem acordo em aplicar para os peixes a classificacao
histoquimica utilizada para a musculatura de vertebrados
superiores, um grande numero de autores que tem nos peixes seu
objeto de estudo, adota o0s sistemas de classifica¢ao propostos,
ja que 0os mesmos baseam-se em estudos fisioldgicos e
histoquimicos, que possibilitam a segregagaop das fibras
musculares nesses animais em tipos similares aos descritos para
animalis que ocupam uma POsica80 superior na escala zooldgica, como
€ o caso dos mamiferos ( MEYER, 1979 ). Isto também mostra que o
tecido muscular nos peixes, ressalvadas as devidas
peculiaridades, segue um padrao fisioldgico e bioquimico que
corresponde aos vertebrados em geral. Dentre os procedimentos
histoquimicos adotados, embora com algumas modificacOes para os

peixes, destacam-se as vreagbes para a SDH e para a ATPase
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miofibrilar ou miosinica, que também s8o0 utilizados com sucesso
em estudos com outros mamiferos, inclusive seres humanos. Dentre
estes autores podem ser citados OGATA ( 1938 ), MELLGREN &
MATHISEN ( 1966 ), DAHL & NICOLAYSEN ( 1971 ), NAG ( 1972 ),
JOHNSTON et al. (¢ 1974 e 1975 ), DATTA MUNSHI et al. ( 1975 ),
RAAMSDONK et al. ( 1978 ), KORNELIUSSEN et al. ( 1978 ), MEYER
¢ 1979 >, JAMUR ( 1982 ), CARPENE et al. ( 1982 ), TATARCZUCH &
KILARSKI ( 1982 ), KRONNIE et al. (¢ 1983 ), BICHARA ( 1983 ),
ZAWADOWSKA & KILARSKI ¢ 1984 ), SHASHI & TALESARA ( 1984 ).

Um outro tipo de tecnica histogquimica que também permite
classificar as fibras musculares, € a reagao para a enzima
oxidativa NADH-TR, utilizados por varios estudiosos ( MEYER,
1979; MOSSE, 197%9; JAMUR, 1982 e BICHARA, 1983 ).

Para compreender a distribuigao das fibras musculares
estriadas esqueléticas em A. eigeamanniorum, foi utilizado o
método para a detecgdo de SDH e NADH-TR e o método para a ATPase
miofibrilar com pré-incuba¢caoc em pH 4,4. Ha autores, como DAHL &
NICOLAYSEN ( 1971 ) e JOHNSTON et al. ( 1974 e 1975 ) que alertam
para o fato de que as fibras musculares de peixes sao
extremamente suscetiveis a inativa¢3o em pH baixo ( 4,3 e 4,6 ).
No presente caso, porém, houve resposta histoquimica para a
reac3o, o0 que também ocorreu nos trabalhos realizados por BICHARA
( 19B3 ) em F£. commersonii.

A distribui¢8o das fibras musculares nos midmeros da
espeécie estudada esta de acordo com as observagBes realizadas

pela mailoria dos estudiosos. Assim, o fato de a musculatura



lateral, sob o ponto de vista histoquimico, ser dividida em pelo
menos tréc regiles, onde os diferentes tipos de fibras musculares
tendem a se agrupar para constituir camadas distintas, parece ser
uma situacdo predominante na grande maioria de espécies de
teledsteos estudados. € 0 que se pode observar, por exemplo, nas
espécies estudadas por FLODD & MATHISEN ( 1942 ), BONE ( 1946 ),
JOHNSTON & TOTA ( 1974 ), HULBERT & MOON ( 1978 ), KORNELIUSSEN
et al. ( 1978 ), RAAMSDONK et al. ( 1978 ), JAMUR ( 1982 ) e
BICHARA ( 1983 ), entre outros. Desta forma, na musculatura
miomérica de 4. EIFENMINNIOrUm encontra-se uma camada
superficial de fibras musculares vermelhas, seguida por uma
regido de transigao que constitui a camada de fibras

intermedidarias e uma vregiao mais profunda povoada por Fibras

brancas. Tal padr3o organizacicnal, contudo, torna-se cada vez
menos evidente quando se avanga na escala =zooldgica, sendo Qque
apenas nos anfibios ( SASAKI, 1974 ) pode-se ainda observar uma

distribui¢do semelhante aquela encontrada por JAMUR ( 1982 ).

De acordo com a reagao procedida para a enzima oxidativa
succinato desidrogenase ( SDH 3, na musculatura de A.
eigenmanniorum, pode-se definir quatro tipos de fibras
musculares. PATTERSON et al. ( 19275 ) citam tambem o mesmo

nimero de tipos de fibras em diversas espécies de teledsteos por

eles estudadas, e relacionam fisiologicamente tais tipos
celulares com as observagdes histoquimicas realizadas. Desta
forma, as fibras classificadas como vermelhas ou do tipo I, além

de reagirem positivamente para a SDH, est3o em constante processo



de contrag3o. Os animais de habitos sedentarios apresentam
fibras do tipo I com as mesmas caracteristicas histoquimicas,
porém distribuidas n30 somente numa regiao superficial, como
também, algumas vezes, entremeadas com as fibras do tipo II A,
conferindo a musculatura um aspecto em mosaico ( BODDEKE et al.,
1959; JOHNSTON et al., 1975; CARPENE et al., 11982 ), fato
observado em A. eIgenmanniorus . Na especie em estudo,
especialmente nas reagdes para a ATPase miofibrilar, foram
detectadas pequenas fibras triangulares entremeadas com as
fibras maiores brancas, que reagiram intensamente ao méetodo
histoquimico, sem responderem positivamente, contudo, a reacao
para as enzimas oxidativas. Em outras palavras, na reagao para a
ATPase, tais fibras se comportaram como as vermelhas tipicas,
enquanto que para a SDH e a NADH-TR elas reagiram como fibras
brancas. Especulou-ce ent3ao que elas possam ser, ou fFibras
brancas em desenvolvimento, ou ainda um subtipo de fibras
vermelhas que desempenhariam a func8o de manter a atividade

postural do animal em seu meio. De acordo com HUDSON ( 1973 ),

estas fibras, por ele definidas como vermelhas, desempenham
atividade em movimentos natatdrios repentinos e de maior
velocidade, afirma¢8o que desperta duvidas. Por esta razlo hz

ainda necessidade de maiores dados acerca deste detalhe.

Em #&. eigenmanaiorum, as fibras do tipo I formam wuma
estreita camada abaixo da pele e se dispGem paralelamente ao
longo do corpo na altura da linha lateral, sendo exclusivas nesta

regifio. Tais fibras ewxibem rea¢io intensamente positiva, porém



7é

nao homogénea ao longo do corpo, Jja que, no sentido ceéfalo-
caudal foi possivel perceber um gradual aumento na intensidade
da reac¢ao. Embora esta situa¢Bo0 n3o tenha sido confirmada na
literatura, deve-se mencionar um gradual aumento no numero destas
fibras na dire¢ao céfalo-caudal, fato também assinalado em outras
especies de teledsteos ( BONE, 19446; JAMUR, 1982 ). Constatou-se
na literatura também, que ha um acréscimo na atividade da SDH a
partir da regiao subepidérmica em dire¢do da regido mais profunda
da mesma camada, fato também observado por KORNELIUSSEN et al.
( 1978 ); JAMUR ( 1982 ) e KRONNIE et al. ¢ 1983 ), e 0 mesmo em
A. gigenmanniorum. As fibras do tipo I apresentaram intensa
granula¢caoc, o que confirma os resultados obtidos por PADYKULA
( 1952 ), para quem as fibras musculares de pequeno
diametro, portanto do tipo I, apresentam maior quantidade de SDH
do que as fibras de diametro maior, do tipo II. Também
denominadas de granulares por NACHIMIAS & PADYKULA ( 1958 ), as
fibras wvermelhas contém maior populacao de mitocdndrias por
unidade de drea do que as fibras brancas, fato observado vpor
outros autores ( GEORGE & SCARIA, 1958; BOND & GERMINDO, 1958;
SASAKI, 1974; WATANABE, 1978 ). Pelas conclusbes de OGATA (1958),
a intensa rea¢3ao também deve-se a acentuada atividade da enzima
neste tipo <celular. As fibras do tipo I encontradas em seres
humanos, apresentaram os mesmos resultados ( WACHESTEIN &
MEISEL, 1935 ). GUTH & SAMAHA ( 197@¢ ), YELLIN & GUTH ( 1970 )
e POOL et al. ( 1979 ) «classificaram as fibras do tipo I como

tipo A e tipo ALFA, respectivamente, apos as reagOes para a SDH
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e ATPase miofibrilar. As caracteristicas histoquimicas
encontradas na musculatura respiratdria de PRagarius bagarius,
estudado por  DATTA MUNSHI et al. ( 1975 ), s80 as mesmas
observadas em A. eigenmannior&m e em carpas ( OGATA, 1938 e
MELLGREN & MATHISEN, 1966 ).

Na reacdo para a enzima oxidativa NADH-TR, as fibras do
tipo I da espécie estudada neste trabalho também reagiram
positivamente, como era esperado. Baseados neste tipo de reag¢ao,
VITA et al. ( 1980 ), em mdsculo de rato, «classificaram suas
fibras como do tipo I e ROUAUD & TOUTANT ( 1982 ) como tipo

ALFA'. BARNARD et al. ( 1971 ) e CARRY et al. ( 1986 ) as

denominam ' grosseiras ', em alusa3o a riqueza de granulos de
formazana exibida pelas fibras. 0Os autores acima citados
trabalharam utilizando metodologia histoquimica, com miusculos de
mamiferos, entre eles humanos, observando a mesma resposta

histoquimica para a NADH-TR.

O0s vresultados encontrados por DAHL & NICOLAYSEN
¢ 1971 ) em My~xine glutinosa, MEYER ( 1979 ) em Lampréias e
MOSSE (( 1979 ) que trabalhou com teledsteos peldagicos, s3o
semelhantes aos obtidos em 4. eigenmanniorum, ni3o so em relagldo a

reagdao para a NADH-TR, como também para a SDH. MOSSE ( 1979 ), na

realidade, realizou estudos vrelativos a distribuigio dos
diferentes tipos de fibras, concluindo que, além de a mesma ser
similar a encontrada em outros teledsteos, a rea¢gao decresce em

intensidade desde a camada de fibras do tipo 1 ateé a camada de

fibras do tipo II B. Tal observag3oc encontra paralelo com aquela
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verificada em A. eigeamanniorum, sendo tambem mencionada por
outros autores ( MELLGREN & MATHISEN, 1966, DAHL & NICOLAYSEN,
1971, JOHNSTON et al., 1975, KORNELIUSSEN et al., 1978; JAMUR,
1982; KRONNIE et al., 1983; BICHARA, 1983 ). Desta forma,
considerando-se tais afirma¢Ges, torna-se conclusivo que a
situacd3o acima descrita seja de ocorréncia geral entre os
teledsteos.

Subjacente a camada muscular wvermelha superficial,
encontra-se a camada constituida por fibras intermediarias que
reagiram com menor intensidade, o0 que provavelmente reflete uma
menor quantidade de mitocOndrias, e conseqgientemente de succinato
desidrogenase. Tal fato, observado em A. eigenmanniorum, aparece
também em AR. branneri ( JAMUR, 1982 ), mas difere das observagoes
realizadas por TERAVAINEN ( 1971 ) em Lampréias, onde o arranjo
das fibras musculares nos miOmeros difere do padr3o apresentado
no presente espeécime. Estas fibras apresentam um didmetro maior,
sdo poligonais e coram-se, para a reagio com a SDH e NADH, com
menor intensidade na regiao subsarcolemal e no sarcoplasma
quando comparada com as do tipo I ( JAMUR, 1982 e BICHARA,
1983 ). OGATA ( 1958 ), MELLGREN & MATHISEN ( 1944 ), DAHL &

NICOLAYSEN ( 1971 ), DATTA MUNSHI et al. (1975) e KRONNIE et al.

( 1983 ), <classificaram tais fibras como tipo 1intermediadrio,
enquanto que JOHNSTON et al. ( 1974 ) as denominaram de fibras
rosadas ( " Pink Fibers " ), com diametro variando de grande para
pequeno. De fato, em 4. eigeamananiorum observa-se, entremeadas

com as fibras de maior didmetro, algumas «celulas peqguenas e



79

triangulares, embora com a mesma resposta histoquimica oxidativa
apresentada pelas fibras maiores. €Esta situa¢fo contudo n3o ¢é
mencionada pela literatura. JAMUR ( 1982 ) estudou em K. branneri
a mesma camada de fibras intermediarias que exibiram basicamente
os mesmos resultados histoquimicos para as fibras do tipo II A
de A. cigenmanniorusm. BICHARA ( 1983 ), cita SELIGMAN & RUTENBURG
( 1951 ) e WERNECK ( 1981 ), para quem a completa redugao do
sal WNitro Blue Tetrazolium ( N B T. ) a granulos de formazana,
corresponde a locais de alta atividade enzimatica oxidativa, o
que pode indicar niveis de trabalho muscular constante.

MOSSE ¢ 1979 ) dispbe as fibras intermedidrias, por ele
denominadas de fibras rosadas, formando uma camada de transigao
entre as massas muscularec vermelha e branca. Afirma também, no
seu estudo, que as fibras rosadas mais proximas a camada vermelha
reagem com maior intensidade do que aquelas vizinhas a camada
mais profunda de fibras, as do tipo II B. Estas observa¢cfes viao
de encontro as obtidas em A. eigeamanniorum, embora a literatura
nao mencione o fato de a espessura desta regiao muscular
decrescer no sentido antero-posterior do corpo do animal.

Ha autores que relacionam a atividade das fibras brancas
ou tipo Il com a locomoc3ao dos peixes, enquanto as fibras
vermelhas desempenhariam uma fun¢ao mais postural ( BONE, 19465,
JAMUR, 1982 ).

JOHNSTON & LUCKING ( 1978 ) definem em peixes as fibras
de contragao rapida, oxidativas/glicoliticas e rea¢aoc moderada

para a SDH e ATPase, como fibras 11 A. A afirmacao de que tais
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fibras sejam utilizadas em contragdes rapidas da musculatura, €
sustentada por diversos pesquisadores ( BONE, 196646; MELLGREN &
MATHISEN, 1966, TERAVAINEN, 1971; RAAMSDONK et al., 1978;
MEYER, 1979 ). JAMUR ( 1982 ) tambem cita autores como
GEREBTOZOFF ( 1956 ) e BUTTKUS ( 1943 ), para quem as fibras
brancas s8o0 mais apropriadas para aceleragles repentinas,
enquanto que as vermelhas atuam em movimentos continuos.

Embora em praticamente todos os trabalhos referentes a
estudos histoquimicos em peixes e também em outros wvertebrados
procure-se definir adequadamente as fibras do tipo II A, ainda
permanecem duvidas a respeito do papel funcional destas células.
Contudo as referéncias a respeito da sua morfologia, estrutura
celular e caracteristicas histoquimicas parecem ja se constituir
#m dados absolutos e definitivos.

As fibras musculares que predominam nos midOmeros s30

conhecidas como tipo II B. Sua resposta histoquimica para as
enzimas oxidativas normalmente € nula ou muito fraca, 0o que
indica claramente que tais células apresentam um baixo

metabolismo aerodbico e oxidativo. Segundo BICHARA ( 1983 ), tais
fibras contraem-se rapidamente, apresentam como fonte energetica
as vias glicoliticas, sendo portanto pouco resistentes a fadiga.

JOHNSTON & LUCKING { 1978 ) assinalaram a presenga

decste tipo celular em exemplares de Carassius auratus,
confirmando os resultados de BICHARA ( 1983 » e de MEYER
( 1979 ), bem como os encontrados em 4. elgenmanniorum . Todos

estes autores caracterizaram acs fibras do tipo II B como brancas,
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profundas, de grande diametro, contragio rdpida, ativas em
movimentos natatorios rapidos e vigorosos, facilmente fatigaveis,
com metabolismo glicolitico e anaerdbico. As conclusBes em
relag3o ao fato de que este tipo celular apresenta reacio
histoquimica nula para as enzimas oxidativas, vao de encontro aos
resultados obtidos em A&. ergenmanniorum, onde a reacao
apresentou-se praticamente negativa, ocorrendo contudo uma
discreta elevagao na intensidade da rea¢io no sentido céfalo-
caudal do corpo.

A distribui¢@o destas fibras musculares nos mibdmeros da
espécie estudada faz paralelo com aquela encontrada por JAMUR
( 1982 ) e BICHARA ( 1983 ) em exemplarecs de RA. branneri e
F. commersonii, sendo que tais autores ainda assinalam que a
camada de fibras brancas predomina na regil3o cefalica e diminui
na dire¢an caudal dos animais. De fato, em A. sigeamanniorum,
tais observagcles se repetiram, como também percebeu-se que ©
contrario ocorre com a camada de fibras vermelhas.

A existéncia das fibras denominadas pela literatura
como Fibras de Piametro Reduzido € poucas vezes mencionada pela
mesma. TATARCZUCH & KILARSKI (1982) e KRONNIE et al. ( 1983 )

descrevem a presenca destas células na musculatura lateral

superficial, bem como entre as camadas musculares wvermelha e
branca, adjacentes. a camada de fibras do tipo II A.
JOHNSTON et al. { 1974 Y descrevem a ocorréncia destas fibras

tanto nas proximidades do miosepto horizontal, como também entre

a pele e a camada de fibras vermelhas. Em 4. sigenmanniorum, tais
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células foram encontradas nas proximidades do miosepto conjuntivo
que separa as camadas musculares vermelha e intermediaria. Na
reacao para as enzimas oxidativas, as FDR reagiram moderadamente,
0o que esta de acordo com o0s resultados obtidos por PATTERSON
et al. ( 1973 ).

Parece existir contudo, alguma discuss3o a respeito
destas fibras. KILARSKI ( 1947 ), CARLSON ( 1973 ), KRYVI
( 1977 ), CARPENE & VEGGETTI ( 1981 ), CARPENE et al. ( 1982 ) e
KRONNIE et al. ( 1983 ) consideram que as FDR sejam pouco
oxidativas e labeis em meio alcalino para a reagcao com a ATPase
miofibrilar. Na rea¢3o para esta enzima em meio acido, procedida
no animal em estudo, a rea¢ao apresentou-se com a mesma resposta
histoquimica exibida pelas fibras vermelhas. Ainda segundo estes
autores, as FDR &30 frequentemente en.ontradas em regiles de
crescimento muscular, sendo por isso reconhecidas como células
musculares satélites que originarao fibras do tipo II. A
literatura contudo n3o especifica quais as fibras satélites que
originavac as fibras do tipo I. Desta forma, parece estar
implicito que, na espécie estudada, tendo em vista a proximidade
deste tipo celular Jjovem das fibras do tipo I e a resposta
histoquimica homdéloga as mesmas, as FDR poderiam ser as células
precursoras das fibras vermelhas. Mesmo assim ha necessidade de
estudos mais aprofundados para se afirmar com certeza tal
observacao.

Um grande numero de autores que estudaram a musculatura

e as fibras musculares em peixes, sob o ponto de wvista
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histoquimico, o fizeram utilizando os métodos para a detecglo da
ATPase miofibrilar, uma vez que tal técnica, quando
convenientemente aplicada, permite classificar os tipos e os
subtipos de fibras musculares. No presente trabalho utilizou-se o

método para a ATPase com pré-incubac8o em soluglo de tampio

Barbital Acetato a pH 4,6 , seguindo a técnica classica em meio
de incuba¢io tamponado a pH 9,4 contendo o substrato
Adenosina S - Trifosfato ( WERNECK, 1984 ), o0 que permitiu

diferenciar os tipos e por vezes os subtipos de fibras.

A utilizac8o deste roteiro encontra justificativa por se
tratar de procedimento mencionado pela literatura capaz de
diferenciar os tipos de fibras musculares com sucesso ( BROOKE &
KAISER, 1949 e 1970; DUBOWITZ & BROOKE, 1973; ENGEL, 1974, TUNEL
& HART, 1977, HINSTZ et al., 1984; CARRY et al., 1984 ). Ha poreéem
outros meios de pré-incubacdo ( em pH 4,2 ; 4,3 ; 10,5 ) que
também foram eleitos pelos pesquisadores como métodos seguros de
se conseguir classificar até mesmo o0s subgrupos de fibras
musculares. Desta forma, seriam até certo ponto repetitivas, macs
nio menos interessantes as conclusbGes e observacGes a serem
levantadas, caso e adotasse a técnica para a ATPase com preé-
incuba¢30 em outros niveis de pH, que nao o 4,6.

Acerca deste aspecto, POrem, ha autores que nao
concordam com os resultados obtidos com essa metodologia em
peixes. DAHL & NICOLAYSEN ( 1974 ) e JDHNSTON et al. ( 1974 e
1975 ), inferem «que as fibras musculares dos peixes sao

extremamente suscetiveis a inativagcfo em pH muito acido, apesar
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de o nivel 4,6 estar contido na faixa considerada n3o critica -
entre 4,35 e 10,4 - disposta por GUTH & SAMAHA ( 1970 ) e YELLIN
& GUTH ( 1970 ). Para PADYKULA & HERMAN ( 1955 ) e RAAMSDONK
et al. ( 1978 ), a inativacdo da ATPase miofibrilar é explicada
pela contaminacd3o com outras fosfatases acidas que competiriam
com o sitio ativo da enzima ao substrato ATP. A deposi¢Bo de
fosfato de cdlcio em maior quantidade no local de maior atividade
enzimatica quanto mais alto for o nivel de pH, +foi referida por
JAMUR ( 1982 ) o 4que por sua vez explica que tal padrao de
comportamento frente ao metodo histoquimico possa ser a causa da
impossibilidade de se identificar em peixes o0s subtipos das
fibras do tipo II. Esta observagdo talvez explique o fato de que
as fibras do tipo I e as FDR reagirem moderadamente apds o
tratamento histoquimico. Sobre este aspecto, BICHARA (1983 ) cita
SYVORY & GUTMAN ( 1971 ) que, ao avaliarem o teor de ATPase
miosinica em mamiferos, percebem ser ela em torno de 25 ¥ a 55 %
maic alta nas fibras vermelhas do que nas brancas.

Também pode-se relacionar que o fato de praticamente nzo
se conseguir demonstrar os subtipos do tipo II seja devido a tal
aspecto acima mencionado. De fato, os estudos realizados com pré-
incubagc30 em pH 4,6 em musculos de outros vertebrados ( BROOKE &
KAISER, 1969; GUTH & SAMAHA, 1970; WERNECK, 1981 ) mostram gque as
fibras do tipo IlI A aparecem mais claras enquanto que as do tipo
I1 B tornam-se escuras. Tal aspecto se confronta com os
resultados obtidos em A. sigeamanniorum, onde as fibras tipo II A

reagiram fracamente, com excegdo de fibras de menor diametro



entremeadas com as maiores, que reagiram fortemente. As fibras do
tipo II B também deram rea¢8o fraca tornando-se dificil a
distingdo de ambas as células, que s30 acido - labeis para preé-
incuba¢3o em meio acido ( BROOKE & KAISER, 197@; JOHNSTON &
LUCKING, 1978; MEYER, 1979 ). Tal dificuldade € relatada nos
trabalhos de BICHARA ( 19B3 ) ao concluir que as fibras
inativadas em pH 4,6 seriam as do tipo II A, enquanto que as
que reagiram mais intensamente seriam as do tipo I.

De acordo com MEYER ( 1979 ) e BICHARA ( 1983 ), as
reacbes histoquimicas para as enzimas oxidativas em fibras
musculares, e as reacOes para a ATPase miofibrilar, constituem
atualmente a base para se classificar e compreender melhor a
distribuigao dos diferentes tipos de fibras musculares
esqueleticas desde o0s peixes até oe¢ mamiferos, incluindo-se

também o homem.



VII — CONCLUSGSES

Os miomeros, unidades musculares com forma de &, que se
repetem ao longo do corpo, constituem a musculatura lateral
estriada esquelética de Astyanax cigenmanniorum e acham-se

separados por mioseptos de natureza conjuntiva.

As fibras do tipo 1 encontram-se na altura da lirnha
lateral, superficialmente, sob a pele, constituindo a camada

muscular vermelha.

Ac fibras do tipo II formam a camada muscular branca que

predomina nos midOmeros.

As fibras de diametro reduzido encontram-se proximas ao
miosepto conjuntivo que delimita as camadas musculares

vermelha e branca.

As reagoes histoquimicas para as enzimas oxidativas
permitiram classificar as fibras musculares nos tipos I,

I A e Il B.
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A vreagldo histoquimica para a ATPase miofibrilar, com
pré-incuba¢cio em pH 4,46 , subdividiu as fibras musculares

em tipos I e Il e o tipo II em subtipos II A e II B.

As fibras do tipo 1 reagiram intensamente para a]
processamento histoquimico para as enzimas oxidativas e

para a ATPase.

As fibras de didmetro reduzido evidenciaram comportamento
similar as do tipo I gquando frente as reagOes para as

enzimas oxidativas e ATPase.

As fibras do tipo II mostraram uma reagao histoquimica
fraca ou por vezes nula para todos os meétodos histoquimicos

adotados.

Na rea¢ao para a NADH-TR e ATPase miofibrilar, a intensidade
da reagBo manteve-se praticamente homogénea em todas as
ramadas musculares, com excegao da camada de fibras do
tipo II B, que na reagao para a NADH-TR, mostrou aumento na

intensidade ao longo do corpo.

A camada de fibras intermediarias ou tipo II A4, diminui
progressivamente sua espessura na diregac antero-posterior
do corepo. 0 contrario ocorre com a camada de fibras do
tipo I. A <camada com fibras do tipo II B nao apresentou

variagc3o em espessura.



SUMMARY

An anatomical, histological and histochemical study has
been carried out on the muscular tissue of the trunk of Astyanax
eigenmanniorum . After to apply the various techniques it was
possible to distinguish the different types of muscle fibers in
the specimen studied, know as type I, II A and II B as well as
its distribution through the body. The muscular unities of the
animal - the myomeres - were 1dentified, wich are 1solated
between themselves by a layer of connective tissue, the
myoseptes. Such a unities, if the animal is studied with the skin
removed, exhibit a zigzag-like aspect. Otherwise if they are
observed 1in cross sections they form a lot of conical incomplete
and overlapped sections. When isolated these unities show three
projections pointing the anterior part and two the posterior part
of the animal body. This kind of organization gives the & form to
the myomeres.

On basis of the histochemical techniques the muscle
fibers reacted according the method used and 1ts 1localization.
With the use of the technique for demonstration of NADH -
Tetrazolium Reductase ( NADH-TR ), succinic dehydrogenase (SDH)

and myofibrillar adenosine triphosphatase ( ATPase ) activity,
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the superficial strip of red muscle show a homogenously positive
reaction. This fact indicates that this layer of muscular tissue
is formed by fibers which correspond to the type I fiber. Lying
beneath the superficial red fibers but just above the myosept, it
can be seen a group of small diameter fibers. They reacted with
the same intensity of the red fibers.

A different pattern of staining was obtained when the
deeper layer of all white muscle was examined histochemically,
wich 1s separated from the above by an abundant connective
tissue. The transition between the red and white muscle laygers is
quite abrupt. In this white-fibers region the reaction after the
use of the SDH, NADH-TR and ATPase techniques was very weak. This
could mean that this layer is formed by the type II fibers only.

With all the techniques, however, it was possible to
distinguish in this type of muscle a heterogencus histochemically
reaction in the white fiber vregion. In this conditions there is a
group of fibers disposed near the myosept whose intensity of
reaction 1ic moderately higher when compared with those disposed
deeply. Based wupon these result, it can be strongly suggested
that the type II fibers can be divided in two subtypes: II A
( darker ) and II B ( lighter ). The subtypre II A fiber represent
an 1intermediate =zone between the red layer ( type I ) and the
white II1 B subtype fibers. Because of the anatomical disposition
and the moderate histochemical reaction, sometimes they are also
classified as intermediate fibers. By the other hand, the II B

subtype fibers are known as the classic white fibers.
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