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RESUMO

Foi estudada a anatomia, histologia e histoquímica da 

musculatura estriada esquelética lateral do corpo do teleósteo 

Astyanax eigenmanniorum Eigenmann, 1910 ( Pisces ), com o 

objetivo de se conhecer os diferentes tipos de fibras 

musculares que ocorrem neste peixe, conhecidas como tipos I, 

II A e II B, bem como a sua distribuição no corpo do animal. 

Foram evidenciadas as unidades musculares do animal 

- os miômeros - entre os quais se interpõe 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 os cortes transversais revelam uma série de 

seccões cônicas incompletas que se sobrepõem. Cada miômero, 

quando isolado, evidencia três prolongamentos voltados para a 

porção anterior e dois voltados para a porção posterior do corpo 

do animal, o que confere para a unidade muscular a forma de um M .

Utilizando-se técnicas histoquímicas, as fibras 

musculares reagiram de acordo com a sua localização e método 

adotado. Para as técnicas de detecção da SDH e NADH-TR, a camada 

muscular vermelha superficial respondeu positivamente, com o

x :i.



mesmo ocorrendo para a técnica para a ATPase miofibrilar a 

pH 4,6. Tal comportamento levou à conclusão de que esta camada 

muscular está constituída exclusivamente por fibras do tipo I. 

Além disso, há as fibras de diâmetro reduzido ( F D R > que 

situam-se próximas ao miosepto que delimita esta camada muscular 

da seguinte. Tais fibras reagiram às técnicas histoquímicas da

mesma forma que as fibras do tipo I.

A situação se inverte para as fibras das camadas mais 

profundas, situadas abaixo da anterior. Nessa região a reação é 

fraca tanto para a SDH e NADH-TR como também para a ATPase. Por 

este motivo concluiu-se que tais células representam as fibras 

classificadas como do tipo II. Ao aplicar-se a reação para as

enzimas oxidativas, notou-se uma heterogeneidade na resposta

histoquímica das fibras, possibilitando tal método a subdivisão 

das fibras do tipo II nos subtipos II A e II B, fato que por

vezes se repetiu na reação para a ATPase miofibrilar, onde as

células do tipo II A e II B apresentaram-se respectivamente mais 

escuras e mais claras. As fibras do tipo II A ocupam uma região 

de transição entre as camadas de fibras do tipo I e tipo II B.

Por apresentar reação histoquímica em nível intermediário, as

fibras do tipo II A são também classificadas como intermediárias. 

As fibras do tipo II B, por sua vez, são conhecidas também como 

fibras brancas clássicas.

xi i



I — INTRODUCSO

Os peixes representam um importante elo de ligação na 

escala evolutiva. Constituem-se nos primeiros vertebrados 

surgidos no decorrer da evolução, tornando-se etapa 

•fundamental de estudo para se compreender f i 1 ogenet ícament e os 

diferentes aspectos histofisiológicos envolvidos nesse processo 

Trata-se, além disso, de um modelo experimental simples e 

sistematizado, pois são dotados de um sistema nervoso e muscular 

pouco evoluído. Este fato os põe como um parâmetro privilegiado 

nas pesquisas comparativas, principalmente quando se trata de 

esclarecer dúvidas com relação à organização de sistemas mais 

aprimorados como no caso de vertebrados superiores.

A maioria absoluta dos trabalhos e estudos referentes à 

estrutura, histoquímica, fisiologia e bioquímica dos tecidos 

musculares estão voltados para a obtenção de informações 

relativas ao homem e a outros vertebrados, sendo poucos os 

autores que objetivam esclarecer as inúmeras dúvidas existentes 

em relação ao tecido muscular de vertebrados inferiores, 

especialmente os peixes.

Considerando-se a inegável importância que estes animais
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detém no concerto da vida, seja pelo fato de terem sido os

primeiros vertebrados a surgirem na escala evolucionária ou por 

representarem importante fonte de proteínas, o presente trabalho 

propõe-se, em âmbito geral, a fornecer informações, tanto em

relação à variação anátomo-estrutura 1 como histoquímica da

musculatura estriada esquelética do tronco do teleósteo Astyanax 

eigenmanniorum Eigenmann, 1910 ( Pisces ).



I I — REUISSO DA LITERATURA

LANGLER et a l . ( 1962 ), estudando a musculatura

estriada esquelética dos peixes, observaram que esta era formada 

por unidades em forma de M , os miômeros, que se repetem desde a 

região pós-cefálica até a região caudal do animal, o mesmo sendo 

descrito por outros estudiosos ( WALKER, 1975; PIRLOT, 1976,

JAMUR, 1982 ) Determinaram também, os mesmos autores, que a

musculatura está dividida em duas massas separadas por um septo

es que 1 etogenoso horizontal que divide os miômeros em massa

muscular epaxial ou dorsal, e massa hipaxial ou ventral, fato

também corroborado por outros autores em diferentes espécies de 

peixes ( ALEXANDER, 1969; WALKER, 1975; JAMUR, 1982;

BICHARA, 1983 ).

Já ALEXANDER ( 1969 ), através do estudo de miômeros 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 secções 

cônicas incompletas, dispostas uma sobre a outra, com seus ápices 

dirigindo-se alternadamente à região anterior e posterior do

animal. Assim, cada miômero seria formado por cinco cones, sendo
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três anteriores ( voltados para a cabeça ) e dois posteriores 

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

TERAVAINEN ( 1971 ) descreve a musculatura das

lampreias, inferindo que cada miótomo consiste em geral de 

quatro camadas ( ocasionalmente três ou cinco ) de fibras 

musculares centrais separadas por uma camada de fibras parietais 

que as envolvem. Estas dispõem-se longitudinalmente e nos cortes 

transversais apresentam-se ovais ou retangulares ( HULBERT & 

MOON, 1978 )

WALKER < 1975 ) ao descrever a musculatura do tronco de

peixes, confirma os mesmos resultados obtidos por LANGLER et al.

( 196c ) e ALEXANDER ( 1969 ), salientando o fato de que os

miômeros formam um complexo em ziguezague, sendo divididos por um

septo horizontal esqueletogenoso que ocorre abaixo da linha 

lateral e que se estende da pele até a coluna vertebral do peixe.

NURSALL < 1956 > determinou três formatos de miômeros em 

diferentes espécies de peixes. Em Anfioxo, o miômero apresenta a 

forma de V, em Ciclàstomos a forma lembra um M com ângulo médio 

pouco profundo e arredondado, e nos demais peixes os miômeros tem 

também a forma de U, mas com ângulo médio mais profundo e 

geralmente agudo.

HULBERT & MOON ( 1978 ) ao observarem a organização dos 

músculos axiais de enguias, denominaram a unidade muscular de 

miótomo, referindo que estes possuem forma de tí e são 

delimitados por um sistema perimisial.

JAMUR ( 1988 ) e BICHARA ( 1983 ), ao estudarem



respectivamente as espécies Rhamdia branneri e Flecostomus 

cammersaníi, constataram que a primeira possui sua musculatura 

formada por miômeros em forma de tí e a segunda em forma de V, 

sendo que sempre há o miosepto conjuntivo separando tais 

unidades .

Estes autores também indicam a presença de um septo 

esqueletogenoso axial horizontal ou lateral, que divide a massa 

muscular em duas grandes fases: a porção epaxial ou dorsal,

situada acima do septo e a porção hipaxial ou ventral, situada 

abaixo do septo < LANGLER et al, 1962; ALEXANDER, 1969; WATERMAM, 

1969; WALKER, 1975 >.

JAMUR ( 1982 > analisou a morfologia de um miômero

isolado, distinguindo três prolongamentos voltados para a porção 

cefálica do peixe. Dois destes cones estão direcionados mediano- 

lateralmente, sendo denominados de cones anteriores 

subsidiários, que se alternam com um prolongamento central e 

maior, denominado cone anterior principal < ALEXANDER, 1969 ). 

Este último apresenta uma porção ventral côncava que se encaixa 

com a porção dorsal convexa do cone anterior principal do 

miômero seguinte, enquanto que o ápice deste cone anterior 

insere-se na coluna vertebral. Há ainda dois cones posteriores 

que dispõem-se alternadamente com os anteriores ( ALEXANDER, 

1969 ) .

Os mioseptos que envolvem os miômeros, quando vistos ess 

conjunto, dão à musculatura axial subepidérmica o aspecto de 

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



PIRLOT ( 1976 ) divide a musculatura dos peixes em parte 

axial < tronco ) e parte apendicular.

A observação de que os músculos dos vertebrados eram 

formados por diferentes tipos de fibras musculares, levou muitos 

pesquisadores a tentar classificá-los baseando-se em estudos 

fisiológicos, bioquímicos, histológicos e histoquímicos.

RANVIER < 1873, 1874, 1880 ) citado por JAMUR ( 1982 ),

sugeriu diferenças fisiológicas entre as fibras musculares 

vermelhas e brancas, relacionando sua velocidade de contração 

como lentas e rápidas, respectivamente.

GRUTZNER ( 1884 ) concluiu que os músculos dos

vertebrados eram constituídos por dois tipos de fibras 

musculares, uma delgada ( pequeno diâmetro ) e escura, e outra 

mais espessa ( grande diâmetro ) e mais clara. A cor escura, 

devia-se à presença de maior quantidade de protoplasma entre as 

miofibrilas ( KNOOL, 1891 > e presença de grânulos intersticiais 

< KOLLIKER, 1857 ), denominados de sarcossomos por

RETZIUS ( 1890 ).

Já muito anteriormente LDRENZINI ( 1678 ), citado por 

CIÁCCIO ( 1898 ), separava a musculatura de vários animais em 

vermelha e branca. BICHARA ( 1983 ) infere que na região do septo 

horizontal axial, inclusive nas porções mais internas da 

musculatura do tronco de P. commersonii, a musculatura apresenta- 

se com cor marrom-escura, formando uma faixa ântero-posterior que 

ocupa toda a região caudal.
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LEE et a l . ( 1916 >, citado por BULLARD ( 1919 >,

percebeu diferenças químicas e fisiológicas na museu 1 atura de 

gatos, sem contudo demonstrar qualquer variação histológica entre 

as fibras.

BULLARD ( 1919 >, empregando a técnica de coloração pelo 

SUDAM III conseguiu distinguir três tipos básicos de fibras, em 

diferentes músculos de gatos: as escuras, as intermediárias e as

brancas, de acordo com o teor de gordura que as mesmas 

apresentavam, relacionando este aspecto com a capacidade de 

trabalho de cada tipo de fibra.

DENNY-BROWN ( 1929 ), confirma tais resultados nos

mesmos mamíferos, porém sem demonstrar as relações quanto à 

velocidade de contração e as características histológicas das 

fibras.

Dando continuidade à tentativa de distinguir os tipos de 

fibras musculares, HOGGEBOOM et a l . ( 1946 ) e PAUL & SPERLING 

( 1952 ), correi acionaram a população de mitocôndrias com a

atividade respiratória dos diferentes músculos de vertebrados,

indicando que as fibras brancas possuem menor conteúdo de 

mitocôndrias e atividade respiratória reduzida, ocorrendo o 

contrário com as fibras vermelhas.

BRAEKKAN ( 1956 ) concluiu que o músculo vermelho de 

peixes possui maior conteúdo de gordura e glicogênio que o

branco, sendo por este fato menos fatigável.

BONE ( 1966 ), descreve dois tipos principais de fibras 

musculares em miótomos de Elasmobrânquios, sendo que as fibras
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rápidas possuem menor teor de glicogênio, gordura e mitocôndrias 

além de apresentarem padrão de inervação diferente do das fibras 

lentas, as quais apresentam maior quantidade de mitocôndrias,

glicogênio e gordura. Conclui também que em movimentos vigorosos

do corpo, há maior participação das fibras rápidas ou brancas do 

que de fibras vermelhas ou lentas, que atuam nos movimentos 

natatórios normais do animal.

GEREBTOZOFF ( 1956 > e BUTTKUS ( 1963 ) já haviam

determinado dois tipos diferentes de fibras, as vermelhas e as 

brancas, com papéis diferentes na locomocão dos peixes.

MELL6REEN & MATHISEN ( 1966 ) concluem que em Hagfish

as fibras vermelhas sejam as responsáveis pelos movimentos 

natatórios normais, enquanto que as fibras brancas somente atuam 

em períodos curtos de natação vigorosa.

HUDSON ( 1973 ), além de relacionar as fibras brancas 

com a velocidade de natação dos peixes, também distingue dois 

tipos básicos 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 miótomo. Tais estudos confirmam os 

resultados obtidos por MAURER < 1894 ) e COLE < 1907 ) em fiyxine 

glutinosa, e de WARTERMAN ( 1969 ), que estudou exemplares de 

Peixe-Zebra. Este último autor observou que a porção superficial 

da musculatura é composta por fibras pequenas e altamente 

vascularizadas, enquanto que na parte mais profunda há fibras de 

diâmetro maior e menos vascularizadas, sendo que BONE ( 1966 ) 

afirma que a quantidade das primeiras aumenta progressivamente na
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direção caudal ( ântero-posterior > do animal. Este fato foi 

também observado na musculatura de espécimes de R. branneri por 

JAMUR ( 1982 ) .

FLOOD & MATHISEN ( 1962 ), estudando exemplares de

Myxine glutinosa, denominaram os dois tipos de fibras musculares 

como tipos I e II, além de descrever um terceiro tipo 

situado abaixo da camada superficial da musculatura, contendo 

quantidades intermediárias de lipídeos e sarcop1 asma, bem como 

diâmetro menor do que aquele das fibras de tipo II ou brancas, e 

arranjo miofibrilar distinto das demais. De acordo com os 

autores, as fibras do tipo I correspondem às fibras vermelhas.

JAMUR ( 1982 > cita a presença de fibras vermelhas logo 

abaixo da pele de R. branneri, salientando que tais fibras 

dispõem-se sempre paralelas ao longo de todo o eixo do corpo, e 

apresentam-se mais delgadas em relação às fibras encontradas nas 

regiões mais profundas e distantes da superfície corporal e cujas 

características seriam possuírem um diâmetro maior, coloração 

branca e disposição oblíqua em relação às fibras musculares 

superficiais. Também confirma as observações de WATERMAN < 1969 ) 

no que se refere à riqueza de vascularização nas fibras vermelhas 

a nível de perimísio e endomísio.

BICHARA ( 1983 ), observando cortes transversais da

musculatura de F. commersonii, afirma que esta constitui-se de 

fibras musculares poligonais e de pequeno diâmetro situadas 

próximas à linha lateral, definidas pela autora como fibras do 

tipo I. Abaixo desta camada localiza-se uma região mais extensa,



formada por fibras do tipo II, com diâmetro médio maior e com 

menor quantidade de tecido perimisial conjuntivo que as do tipo 

I, sendo que as últimas apresentam-se ricas em granulação 

sarcop1asmática em contraposição com as fibras do tipo II que são 

pobres nesta granulação quando observadas em HE.

As técnicas histoquímicas possibilitaram localizar 

sistemas enzimáticos e outros constituintes intracelulares. As 

principais enzimas estudadas no músculo esquelético são aquelas 

ligadas à síntese e degradação do glicogênio ( fosforilases >, 

as desidrogenases ligadas ao ciclo de Krebs ( oxidoredutases ), e 

as hidrolases ( como a Adenosina Trifosfatase e algumas 

est erases ).

SEMENOFF ( 1935 ), citado por JAMUR < 1982 ), notou uma 

variação na atividade enzimática nas fibras musculares de 

anfíbios utilizando a técnica clássica do Azul-de-Meti1eno para 

a Succinato Desidrogenase ( SDH ).

PADYKULA ( 1952 ), utilizando o método histoquímico para 

a demonstração da atividade da SDH em músculo de rato, conclui 

que as fibras de pequeno diâmetro contém maior quantidade desta 

enzima e de sarcoplasma do que as fibras de diâmetro maior.

PADYKULA & HERMAN ( 1955 ), ao estudarem a

especificidade para o método histoquímico para a Adenosina 

Trifosfatase ( ATPase ) em vários tecidos de rato, observaram que 

as miofibrilas respondem com forte coloração, ao passo que o 

sarcoplasma praticamente não se cora pelo precipitado.

NACHMIAS & PADYKULA < 1958 ), fazendo uso da técnica

10
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para a SDH, começam 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 população de mitocôndrias por unidade 

de área do que as fibras maiores ( brancas >.

BONO & GERMINO < 195B ) encontram os mesmos resultados 

indicando que as fibras vermelhas < delgadas ) de rato fornecem 

uma reação positiva intensa, enquanto que as fibras brancas 

( espessas ) dão reação muito fraca ou negativa.

OGATA ( 1958 ) reconheceu três tipos de fibras em

músculo de diversos vertebrados utilizando-se da técnica para a 

SDH. Encontra fibras de grande diâmetro, claras e com baixa

atividade enzimática; fibras com diâmetro pequeno, vermelhas e 

com forte atividade; e um terceiro tipo com diâmetro e atividade

enzimática intermediários. GEORGE & SCARIA ( 1958 ) mencionam

que a alta atividade enzimática das fibras vermelhas deve-se ao 

conteúdo mitocondrial destas, confirmando assim os resultados de

BONO & GERMINO ( 1958 ) e NACHIMIAS & PADYKULA ( 1958 ) .

WACHSTEIN & MEISEL < 1955 ) observaram tais resultados em

músculos humanos.

STEIN & PADYKULA ( 196E ), combinando os resultados

obtidos em fibras estudadas após procedimento histoquímico 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 clássicas e as do tipo B e C como vermelhas.

DUBQWITZ & PEARSE < 1960 ) sugerem que os músculos de
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mamíferos podem apresentar dois tipos de fibras: as do tipo I com

alta atividade oxidativa e baixa atividade glicolítica e as do

tipo II com baixa atividade oxidativa e alta glicolítica. Ha 

também as fibras intermediárias, que contudo não foram analisadas 

com maior profundidade pelo autor. ENGEL ( 1962 ), baseando-se na 

atividade da ATPase miofibrilar, também defende as conclusões e o 

sistema de classificação descritos por DUBOWITZ & PEARSE (1960), 

indicando que as fibras do tipo I exibem baixa atividade ATPásica 

e as do tipo II alta atividade. BROOKE & KAISER ( 1969 ) vão mais 

além, demonst rando que o método histoquímico para a ATPase de 

músculos humanos ( ATPase miosínica ou miofibrilar ) permite 

distinguir as fibras do tipo I por sua labilidade em pH alcalino, 

e as do tipo II pela labilidade em pH ácido ( JOHNSTON et al . , 

1975 , BdRÁNY, 1967 ) .

BROOKE & KAISER ( 1970 ) propõem uma classificação mais 

apurada das fibras musculares humanas e de mamíferos, modificando 

a reação histoquímica de rotina para a ATPase ( em pH 9,4 ),

pré-incubando os cortes em vários níveis de pH, conseguindo com 

isso demonstrar os subtipos do tipo II, denominados II A, II B

e II C. Resultados semelhantes foram obtidos por

DUBOWITZ & BROOKE ( 1973 ) em músculos humanos, e por TUNEL & 

HART ( 1977 ).

GUTH & SAMAHA < 1970 ) e YELLIN & GUTH ( 1970 >

distinguem em mamíferos três tipos de fibras brancas e um ou dois 

tipos de fibras vermelhas, indiferentemente do tipo de reação 

histoquímica 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 reação 

com ATPase, modificando neste caso os níveis de pH ( entre àcido

e básico ) salientando o fato de que os níveis 4,35 e 10,4 são

críticos.

BARNARD et a l . ( 1971 ), baseando-se na reação

histoquímica para a NADH - TR ( Nicotinamida Adenina 

Dinuc1eotideo Reduzida - Tetrazolium Reductase ), relacionam em 

vertebrados as fibras vermelhas, brancas e intermediárias com sua 

respectiva intensidade de reação, descritas como forte, fraca e 

int ermed iária.

DAVIES & GUNN ( 1972 ) associam em mamíferos as fibras 

musculares de contração lenta e as de contração rápida ao

resultado que as mesmas exibem frente às reações histoquímicas 

para a ATPase miosínica, SDH e fosforilase, relacionando-as com o 

seu metabolismo aerobico ou anaeróbico, sem contudo aplicar seus 

resultados ao sistema de c 1 assificação proposto por BRQQKE & 

KAISER < 1970 ).

ENGEL < 1974 ) classifica as fibras musculares humanas 

como sendo do tipo I e II, quando se faz reação histoquímica 

para a ATPase em pH 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, 1969 e 1970 ; 

DUBOUITZ & 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 histoquímica e 

microscopia eletrônica, determinam dois tipos de fibras: aquelas



situadas logo abaixo da pele, com pequeno diâmetro e ricas em 

mitocôndrias < vermelhas ) e aquelas mais profundas com diâmetro 

maior e poucas mitocôndrias ( brancas ). Ambas, respectivamente, 

dão r e a ç ã o  forte e fraca para o método da SDH.

KHAN ( 1976 ) determina sete tipos de fibras em aves

com o uso da técnica para SDH e ATPase, sendo que há dois

subtipos do tipo I, denominadas " Tipo I A Vermelha " e ” Tipo I

B Vermelha"; dois subtipos do tipo II, denominadas " Tipo II A í 

Vermelho ” e " Tipo II A 2 Vermelho " e ainda três subtipos do 

tipo II Branco, denominados Tipo II B 1, II B 2 e II B 3.

TUNNEL & HART ( 1977 ) classificam as fibras musculares 

de vários mamíferos em tipos I, II A e II B, segundo a reação 

para a M - ATPase ( ATPase miosínica > em pH 7,25 e 9,4.

POOL et al. ( 1979 ) determinam três grupos de fibras 

musculares em camundongos frente à reação para a SDH, 

classificando-as como tipos A, B e C de acordo com o nível de 

atividade enzimática e intensidade de coloração.

BROOKE & KAISER < 1970 ) consideram que a classificação 

ibras em A, B e C pode criar confusão com a classificação 

das fibras nervosas mielínicas e amielínicas.

WATANABE et a l . ( 1980 ) realizam estudo histoquímico e

ultraestrutura 1 na musculatura de girinos, conseguindo com isso

conhecer a distribuição 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 

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

Í 4
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brancas ocorrem principalmente na porção central do corpo.

VITA et al. < 1980 ) determinaram a existência de

quatro tipos de -fibras na região central de músculos de rato, 

classificadas como tipo 1, £ a, 2 a' e 2 b , e quatro tipos de

fibras na região periférica destes músculos, separadas como 

tipo 1, 2 a, 2 a'1 e 2 c , sendo que os tipos 2 a '  e 2 a'' foram

identificados pela reação para a NADH - TR, enquanto que as

demais foram determinadas pela reação para a ATPase.

ROUAUD & TOUTANT ( 1982 > utilizam a reação para a

ATPase e para a NADH - TR para distinguir em aves as fibras do

tipo Beta ( de contração rápida ), tipo Alfa' ( de

contração lenta ) e tipo Beta' < fibras tônicas ).

HINSTZ et a l . ( 1984 ) classificam as fibras musculares

de rato e humanas quanto à reação histoquímica para a ATPase 

miosínica como tipos I e os subtipos do tipo II ( II A, II B e 

II C ), comparando estes resultados com uma análise quantitativa 

do conteúdo enzimàtico das fibras. Especulam que as fibras do 

tipo II C correspondem a um tipo intermediário entre as fibras I 

e II A. EDDINGER et a l . ( 1985 ) e TEIXEIRA ( 1985 > apresentam

resultados semelhantes.

CARRY et al. ( 1986 ), utilizando 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 a l . < 1987 ) adotam os resultados obtidos com

imunohistoquímica para classificar as fibras musculares de pombos
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de contração lenta como tipo ANTI - I ( correspondentes ao tipo I 

da classificação clássica para M - ATPase ) e tipo ANTI - II A 

correspondentes ao tipo II clássico. No presente trabalho adotou- 

se a classificação proposta por BROOKE & KAISER.

Os estudos histoquxmicos realizados na musculatura 

esquelética de peixes, revelam a existência de três a quatro 

tipos principais de fibras musculares, definidas pela sua 

natureza metabólica, distribuição nos miômeros, atuação nos 

movimentos natatórios, velocidade de contração, nível de 

atividade de enzimas oxidativas, nível de atividade da ATPase 

miofibrilar ou miosínica em diferentes níveis de pH e 

temperatura, diâmetro e alguns outros aspectos diferenciais.

Muitos autores concordam com o fato de que a musculatura 

lateral do tronco de muitas espécies de peixes está dividida em 

pelo menos três regiões, desde aquela situada logo abaixo da 

pele, onde normalmente há fibras vermelhas de pequeno diâmetro, a 

região de transição para a musculatura branca onde se encontram 

as fibras intermediárias e a região mais profunda, ocupada por 

fibras brancas de grande diâmetro < JOHNSTON et al . , 1974;

DATTA MUNSHI et al . , 1975; PATTERSON et al., 1975;

RAAMSDONK et a l ., 1978; KORNELIUSSEN et a l ., 1978; JOHNSTON

& LUCKING, 1978; CARPENE et al . , 1982; TATARCZUCH &

KILARSKI, 1982; JAMUR, 1982; BICHARA, 1983; KRONNIE et al . , 

1983; SHASHI & TALESARA, 1984; ZAWADOWSKA & KILARSKI, 1984 ).

OGATA ( 1958 ) descreve três tipos de fibras musculares
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em carpas, baseando-se na reação histoquímica para a SDH, sendo

definidas como fibras vermelhas, brancas e intermediárias.

MELLGREN & MATHISEN ( 1966 ) encontram resultados semelhantes em 

músculos do tronco de Hagfish. Segundo OGATA ( 1958 ) esta

classificação é possível pois existem diferenças entre as fibras 

tanto na quantidade e na atividade respiratória das mitocôndrias, 

como na atividade da enzima succino desidrogenase. Estudando a 

musculatura de ffyxine glutinosa, DAHL 8 NICOLAYSEN ( 1971 )

observam que as fibras brancas, vermelhas e intermediárias, podem 

ser relacionadas respectivamente como fibras de contração rápida, 

lenta e lenta/rápida e variam sua intensidade de coloração em 

diferentes níveis de pH para a ATPase miofibrilar ( M-

ATPase >. NAG ( 1972 ) verifica que a actomiosina das fibras 

brancas é três vezes mais ativa do que a das fibras vermelhas, 

quando examinadas pelas reações para a ATPase em exemplares de 

Salmo gairdneri

JOHNSTON et a l . ( 1974 > adaptaram o método

histoquímico para a ATPase em músculos de mamíferos para músculo 

de peixes, variando o periodo de pré-incubação e a temperatura

deste meio, conseguindo com isso distinguir quatro tipos de 

fibras pela coloração diferenciada que apresentaram. As fibras 

foram denominadas como tipos vermelho superficial, rosadas

< " Pink Fibers ) de diâmetro grande e pequeno, brancas

profundas de grande diâmetro e as chamadas Fibras de Diâmetro 

Reduzido ( FDR ), situadas nas proximidades do miosepto

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

DATTA MUNSHI et a l . ( 1975 ), ao estudarem a atividade

da SDH em diferentes músculos respiratórios de Bagarius bagarius, 

encontraram os mesmos tipos de fibras musculares descritas por 

OGATA ( 1958 ) e por MELLGREN & MATHISEN ( 1966 ).

PATTERSON et a l . < 1975 ) descrevem em cinco espécies

de teleósteos os quatro tipos de fibras musculares descritas por 

JOHNSTON et a l . < 1974 ), baseando-se na reação para a SDH, e

relacionam-nas com a atividade natatdria dos peixes. Salientam o 

fato de que as espécies de hábitos ativos, apresentam uma camada 

de fibras intermediárias bem desenvolvida. Os peixes de hábitos 

sedentários possuem poucas fibras intermediárias podendo as 

mesmas serem ausentes, o que pode ser compensado pela ocorrência 

de fibras vermelhas ( tipo I ) dispersas pela musculatura branca. 

As fibras de diâmetro muito reduzido, mencionadas por JOHNSTON et 

a l . < 1974 ), além de serem pouco oxidativas ( KILARSKI, 1967 ) e

lábeis em pH alcalino para a M - ATPase ( KRONNIE et a l ., 1983 ), 

são freqüentemente encontradas em regiões de crescimento 

muscular, sendo consideradas células ou fibras satélites 

( KILARSKI, 1967 ) que ainda não atingiram seu desenvolvimento 

máximo ( KRYUI, 1977 >, e que originarão fibras brancas 

( CARLSON, 1973; CARPENE & UEGGETTI, 1981; CARPENE et al . , 1982 ) 

Para TATARCZUCH & KILARSKI ( 1982 > e KRONNIE et a l . ( 1983 )

estas fibras ocorrem na musculatura superficial lateral ou entre 

as zonas vermelha e branca, adjacentes à camada de fibras 

intermediárias.
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JOHNSTON et a l . ( 1975 ) descrevem estes quatro tipos

de -fibras musculares em exemplares de Salmo gairdneri,

baseando-se na r e a ç ã o  histoquímica para a SDH e a M - ATPase. Há 

as -Fibras vermelhas ou tipo I ( MEYER, 1979 >, superficiais e de 

diâmetro pequeno, que reagem intensamente na reação para a SDH e

que são alcalino - lábeis em pré-incubação a pH 10,4 para a

ATPase miofibrilar, atuando nos movimentos natatórios lentos do 

animal < HUDSON, 1973 ). As fibras intermediárias reagem

moderadamente para a SDH e são alcalino - estáveis para a reação 

para a M - ATPase, formando uma camada abaixo daquela de fibras 

vermelhas, ambas originando uma figura que lembra um triângulo, 

com o vértice apontando para o centro do miômero < KRQNNIE et 

al . , 1983 ). A região mais profunda e predominante no miômero

acha-se constituída por fibras brancas de diâmetro avantajado 

que são SDH negativas e alcalino - estáveis para a M - ATPase, 

corando-se fortemente para esta reação. Entremeadas com as fibras 

brancas, há um subtipo de fibras vermelhas que fornecem à 

musculatura um aspecto em mosaico ( BODDEKE et al . , 1959; CARPENE

et al . , 1982 ). Estas fibras vermelhas desempenham atividade em

movimentos natatórios repentinos e de maior velocidade ( HUDSON, 

1973 )

Utilizando exemplares jovens e adultos de 

Brachydanio rerio, RAAMSDONK et a l . ( 1978 ) confirmam os

resultados encontrados por JOHNSTON et al. ( 1974 e 1975 ) e DAHL 

& NICOLAYSEN ( 1971 ), além de relacionarem os tipos de fibras 

com a velocidade de contração e a resistência das fibras à
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fadiga.

KORNELIUSSEN et a l . ( 1978 > verificam que as fibras

musculares brancas de teleósteos são ATPase - positivas após 

pré-incubação em meio alcalino, enquanto que as fibras 

superficiais vermelhas apresentam-se mais claras

( ATPase - negativas ) e as fibras adjacentes a estas adquirem 

uma coloração um pouco mais escura. Observam também que há um 

decréscimo na atividade da SDH desde a região superficial até as 

regiões mais profundas da musculatura < KRQNNIE et a l ., 1983,

JAMUR, 1982 ).

As fibras vermelhas superficiais, de diâmetro pequeno, 

responsáveis pelos movimentos natatórios lentos, de contração 

lenta, resistentes à fadiga, oxidativas, ricas em mitocôndrias, 

gordura, mioglobina e metabolismo aeróbico, SDH positivas, 

alcalino - lábeis e ácido-estáveis para M - ATPase, são descritas 

por JOHNSTQN & LUCKING ( 1978 ) em exemplares de Carassius 

auratus, sendo que estas correspondem as fibras do tipo I 

< MEYER, 1979 >. Estes autores também descrevem as fibras

brancas, profundas, de grande diâmetro, contração rápida, ativas 

em movimentos natatórios rápidos e vigorosos, facilmente 

fatigáveis, glicolíticas e metabolismo anaeróbico, SDH negativas, 

a 1 ca 1ino-estáveis e ácido-lábeis para a M - ATPase, como 

tipo II B ( MEYER, 1979 ), além das fibras intermediárias 

( rosadas ou cor de cravo ), de contração rápida, oxidativas e 

reação moderada para a SDH e ATPase ( alcalino-estáveis ), 

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

MEYER ( 1979 ) conclui que com pré-incubação a pH 4,35 

para demonstração da M - ATPase, as fibras do tipo I 

de lampreias reagem intensamente adquirindo coloração escura. 

Estas fibras respondem fortemente para a reação com a SDH e 

NADH-TR. 0 contrário ocorre para as fibras dos tipos II A e II B, 

as quais contudo reagem com intensidade após pré-incubação em pH 

10,4 para a M-ATPase. Resultados semelhantes foram descritos por 

DAHL 8 NYCOLAYSEN ( 1971 ) em Maxine glutinosa e por TERAVAINEN 

( 1971 ) .

MOSSE ( 1979 >, ao estudar a musculatura lateral de

teleósteos pelágicos através de reações histoquímicas para a SDH 

e NADH-TR, encontra atividade destas enzimas nas mitocôndrias, 

nas regiões subsarcolemais e nas proximidades dos capilares 

sanguíneos. As fibras vermelhas reagiram intensamente. As fibras 

intermediárias, por ele denominadas fibras rosadas, formam uma 

camada de transição entre as musculaturas vermelha e branca. As 

fibras próximas à camada muscular vermelha reagem mais 

intensamente do que aquelas adjacentes à camada muscular branca.

RAAMSDONK et al. ( 1980 ) correlacionam os quatro tipos 

de fibras musculares encontrados no teleósteo

Brachgdanio rerio com a classificação histoquímica e 

imunohistoquímica vigente.

CARPENE et al. ( 1982 > confirmam os resultados de 

vários autores < JOHNSTON 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, 198E; 

BICHARA, 1983 >, ao investigar histoquimicamente os diferentes

tipos de fibras em peixes de água doce, salobra e salgada.

TATARCZUCH & KILARSKI ( 198E ), KRONNIE et al . (1983),

ZAUADOWSKA & KILARSKI ( 1984 > e SHASHI & TALESARA < 1984 >, além 

de distinguirem os quatro tipos principais de fibras tanto

pela reação para a SDH como para a M - ATPase, mostram também a

distribuição destas fibras nas diferentes regiões da musculatura 

do tronco e da cauda de diversas espécies de teleósteos, sendo

que JAMUR ( 198E ) e BICHARA ( 1983 ), ao estudarem a musculatura

esquelética de exemplares adultos de F. branneri e F .commersonii, 

sob reações histoquímicas para a SDH, NADH - TR e ATPase, bem 

como colorações histológicas de rotina como HE, Tricrômico de 

Mallory e Tricrômico de Gomori modificado, percebem que a camada 

de fibras vermelhas superficiais apresenta um aumento na sua 

espessura na medida em que se progride na direção da cauda, 

transição esta que se dá gradual e lentamente. Ao mesmo tempo, a 

camada de fibras brancas que predomina na região cefálica, 

diminui gradualmente na direção da cauda do peixe.



I I I — MATERIAL- E MÉTODOS

Para a realização do presente trabalho foram utilizados

15 exemplares adultos, de ambos os sexos, da espécie Astyanax

eigenmanniorum Eigenmann, 1910 ( Pisces) ( FOULER, 1948 >
*

comumente conhecidos como Lambari Rabo-Uermelho , cujo 

comprimento médio era de 8 centímetros ( Fig. 1 A >.

Todos os espécimes foram coletados na área do Parque 

Regional do Iguaçu, distante 20 km do campus universitário da 

Universidade Federal do Paraná, sendo transportados em sacos 

plásticos apropriados, contendo água do próprio reservatório. No 

laboratório eram colocados em aquários com água em temperatura 

ambiente, sendo sacrificados por comoção cerebral. Os espécimes 

destinados ao estudo anatômico, foram fixados em solução aquosa 

de formol a 10% e depois colocados em frascos contendo álcool a 

70% Para o estudo histoquímico, fragmentos da musculatura do 

tronco do animal foram fixados por congelação em nitrogênio 

líquido, permanecendo neste meio até o início da microtomia.

* 4 dassificacão dos espécises foi realizada pelo Museu de História Natural da Prefeitura 
Municipal de Curitiba
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Para a obtenção de resultados sobre a organização 

anatômica 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, iniciando-se da região cefálica 

até a região caudal, obtendo-se dessa forma seis tomos, cada um 

com aproximadamente 1 cm de espessura. Tal procedimento expôs as 

unidades constituintes dispostas longitudinalmente na 

musculatura, de forma a se tornar possível observá-las no 

sentido transversal, viabilizando assim uma análise criteriosa do 

curso dos mioseptos em relação à massa muscular. Em seguida, com 

o auxílio de um microscópio estereoscdpico, a imagem de cada 

segmento foi transferida para papel milimetrado com a finalidade 

de demonstrar as unidades musculares e a disposição dos 

mioseptos. A observação sequencial das figuras assim obtidas, 

permitiu compreender a ordenação exata dos miômeros - como são 

denominadas as referidas unidades - ao longo do tronco do animal, 

bem como a imbricação entre os mesmos.

B) Isolamento do Miômero - a fim de complementar as 

observações sobre a estrutura organizacional macroscópica da 

musculatura, procedeu-se ao isolamento de suas unidades 

musculares. Isto tornou-se possível, pois, após a exposição da 

musculatura do tronco pelo afastamento cuidadoso da pele desde a 

região cefálica até a caudal, foi revelada a existência de linhas
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em forma de ii ou ziguezague, como resultado da disposição dos 

miômeros. Em seguida, com o auxílio de instrumental cirúrgico 

apropriado, procedeu-se ao isolamento de um miômero Este era 

considerado perfeitamente isolado quando era retirada intacta a 

unidade situada sobre o miosepto.

Para facilitar a dissecção e a identificação dos 

miômeros, gotejou-se Azul-de-Meti1eno a 0,2% na musculatura dos 

animais logo após sacrificá-1os, visto que o corante aumenta o 

contraste entre as unidades musculares e o miosepto, este último 

de natureza conjuntiva.

Para a obtenção dos resultados histológicos, foram 

coletadas seis peças ou fragmentos de aproximadamente 1 cm de 

espessura, correspondentes a cada tomo, partindo-se da região 

cefálica até a região da cauda. As peças foram então fixadas em 

formol a 10 % por um período de três horas, sendo em seguida 

lavadas em água corrente por doze horas a fim de se retirar o 

excesso de fixador. Na seqüência, as peças foram desidratadas em 

álcoois de concentração crescente ( de 70 % a 100 % ),

diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Na emblocagem as 

peças foram orientadas de maneira a se obter cortes transversais 

da musculatura. Os cortes obtidos em micrótomo tipo MINOT, com 

espessura de oito micrômetros, foram então submetidos à coloração 

pela Hematoxilina & Eosina e Tricrômico de Mallory + 

Hematoxi1ina. Pela HE, o citoplasma das células musculares cora- 

se em róseo-claro e os núcleos em azul-violáceo. Na técnica pelo 

Tricrômico de Mallory + Hematoxi1ina, o citoplasma cora-se em
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vermelho e os núcleos em azul-violáceo. Os mioseptos conjuntivos 

coram-se em azul-claro.

A seguir apresentamos os roteiros das técnicas 

histológicas adotadas neste trabalho.

1) HEMATOXILINA & EOSINA

A) Corantes e Soluções:

A.i) Hematonilina de Harris;

HematOKilina cristalizada .......  5 g

álcool 95 % ....................... 100 ml

Sulfato de Alumínio e amónio ( alúmen

amoniacal ou de potássio )   80 g

água Destilada ...................  1000 ml

ácido Acético ....................  8-4 ml

óxido de Mercúrio ( vermelho ) .. 3 g

Dissolva a Hematoxilina no álcool.

Dissolva o sulfato em água quente. Junte as duas 

soluçoes, ferva rapidamente e junte o óxido de 

Mercúrio, fervendo novamente a solução, até ela 

tornar- se de cor vermelho-escuro. Esfrie 

rapidamente e, adicione o ácido Acético. 0 ácido 

Acético aumenta a especificidade do corante em 

corar o núcleo Este corante é estável. Filtre 

antes do uso.



A.2) Eosina Y - sol. aquosa 2,5% - 5% - 10%;

Eosina Y ...... 2,5 g . . . 5 g . . . . 10 g

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

Triturar e ir adicionando água destilada

até a completa dissolução.

B) Método de Coloração:

1. Desparafinizar;

2. Lavar em água de torneira por 5 minutos;

3. Corar pela Hematoxi1ina de Harris por 5 a

10 minutos;

4. Lavar em água de torneira por 5 minutos e

limpar as lâminas;

5. Corar pela Eosina por 3 a 5 minutos;

6. Lavar em água destilada;

7. Desidrat ar;

8. Montar em meio sintético.

C) Resultados:

Azul-violáceo - núcleos;

Rosa - citoplasma;

Vermelho - hemácias.

TRICÔMICO DE MALLORY + HEMATOXILINA:

A) Corantes e Soluções:

A.l) Hematoxilina de Harris;
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A.2) Azul de Anilina - Orange G - ácido 

Fosfot língst ico;

Azul de Anilina   0,5 g

Orange G   £ g

ácido Fosfot úngst ico   1 g

água Destilada   100 ml

B) Método de Coloração:

1) Desparafinar;

2) Lavar em água de torneira por 5 minutosi

3) Corar pela Hematoxilina de Harris por 5 a 

15 mi nut os ;

4) Lavar em água de torneira por 5 minutos e 

limpar as lâminas;

5) Passar para o Azul de Anilina - Orange G -

ácido Fosfotúngstico por £0 a 30 minutos e

sem lavar, passar para o álcool;

6) Desidratar;

7) Montar em meio sintético.

C) Resultados:

Laranja-amarelo - Kemácias;

Vermelho - fibras musculares;

Azul - tecido conjuntivo, fibras

colágenas;

Azu1-violáceo - núcleos.
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Para os estudos histoquímicos, pelos quais foi possível

classificar as fibras musculares e acompanhar a sua distribuição

ao longo do tronco do animal, foi utilizada metodologia

específica ( WERNECK, 1981 ). Ao todo foram processados três

animais fêmeas dos quais foram obtidos seis tomos ou secções de

aproximadamente 1 cm de espessura.

De cada tomo obteve-se uma fatia correspondente à face

esquerda da musculatura, junto à coluna vertebral. Este

fragmento, com forma de meia-lua, era então incluído em suporte

especial para microtomia com goma adraganth a 7 "A, de maneira a

se obter cortes transversais das pecas musculares. Após a

orientação da peca, a amostra era coberta com talco em pó ( para

crioproteção ) e mergulhada em nitrogênio líquido a temperatura 
o

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

característico. Em seguida, as amostras eram transferidas ao
o

criostato CTI, com temperatura interna de - £0 C,

aguardando-se alguns minutos para que o tecido atingisse a

temperatura interna do aparelho. Os cortes transversais forarn
o

obtidos com navalha de aço a temperatura de - 20 C e  espessura 

média de oito micrômetros. Graças ao dispositivo " anti-roller ", 

evitou-se a superposição e fragmentação dos cortes, que então 

eram colhidos em lamínulas BA x BA mm por contato direto. A

aderência acontecia por tensão superficial e diferença de 

temperatura. As lamínulas com os cortes eram mantidas em 

temperatura ambiente pelo período mínimo de trinta minutos e 

máximo de quatro horas, conforme a r e a ç ã o  a ser efetuada,



possibilitando-se assim uma perfeita adesão do tecido antes de o 

mesmo ser processado.

Os cortes foram retirados seqüencialmente totalizando 

três lamínulas por tomo de cada animal. Para o primeiro animal, 

procedeu-se metodologia para a SDH ( Desidrogenase Succínica ), 

NADH-TR ( Nicotinamida Adenina Dinuc1eotídeo Reduzida 

Tetrazolium Reductase ) e ATPase < Adenosina Trifosfatase ) 

com pré-incubação em meio ácido ( pH 4,6 ), respectivamente para 

os três cortes de cada tomo. Para o segundo animal, adotou-se a 

seqüência com reações para NADH-TR, ATPase 4,6 e SDH. Para o 

terceiro animal, iniciou-se as reações com a ATPase 4,6 ,

seguindo-se com SDH e NADH-TR. Tal procedimento permitiu a 

observação da disposição das fibras musculares ao longo do corpo 

do animal, obtendo-se dados comparativos importantes, visto que, 

por exemplo, pode-se confrontar a classificação das mesmas fibras 

dos tomos cefálicos até os tomos caudais.

Para evitar possíveis erros na metodologia histoquímica, 

convencionou-se proceder as reações das seis lamínulas de cada 

animal relativas a cada tipo de reação histoquímica, 

aproveitando-se o mesmo meio de incubação. Isto possibilitou 

oferecer para todos os cortes musculares a mesma quantidade de 

substrato para as enzimas.

Como foi mencionado anteriormente, utilizou-se três 

métodos histoquímicos para a demonstração das enzimas musculares 

A seguir estão descritas as técnicas histoquímicas utilizadas.
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A) N  A  D  H  —  T R  < Nicot inamida Adenina Dinuc leot ídeo 

Reduzida - Tetrazol ium Reductase )

Esta enzima é encontrada nas regiões intermiofibri1 ares, 

nas mitocôndrias e no retículo sarcop1asmático. Reflete a 

utilização de metabólitos do ciclo de Krebs. Transfere elétrons 

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

reduzida. 0 receptor é então oxidado por uma diaforase e o 

elétron de transferência é captado pelo NBT ( Nitro Blue 

Tetrazolium >, sal de coloração amarela que se reduz, fica 

insolúvel e precipita, originando um composto de coloração 

azul-violet a , a formazana.

A técnica utilizada foi uma modificação de WERNECK

( 1981 ) .

Técnica para NADH-TR:

i . Soluções:

A. Tampão Tris - HC1, pH 7,4:

Tris ( hidroximetil ) aminometano .. 6,05 g

ôcido Clorídrico concentrado   3,34 ml

Água Destilada ....................... 1000 ml

2. Meio de Incubação.

Tampão Tris - HC1   10 ml

NBT { Nitro Blue Tetrazolium ) .... 10 ml

Beta - NADH ( forma reduzida )   10 mg



3. Procedimento.

a) Ajustar o pH do meio de incubação para 7,4;
0

b) Incubar os cortes a 37 C durante 30

minut os;

c) Lavar em água destilada;

d) Lavar em acetona a 30 %, 60 %, 90 *Á, 60 % e

30%;

e) Lavar em água destilada;

f) Montar em Geléia de Glicerina.

Observação: 0 uso da acetona objetiva

remover os lipídios podendo contudo ocasionar um 

decréscimo de intensidade na coloração. Não é

porém, essencial, podendo ser excluída.

B> S  D  M  ( Desidragenase Saccinica )

Enzima exclusivamente intra-mitocondrial. A base da 

reação é idêntica à da NADH-TR, não necessitando de coenzima, 

transferindo elétrons diretamente para o NBT utilizado, que se 

reduz e origina a formazana respectiva, a qual se precipita dando 

cor azul-violet a . As fibras são identificadas conforme a 

intensidade de cor que tomam, comportando-se da mesma maneira que 

a reação para a NADH-TR. Os grânulos de cor azul indicam os 

locais de ocorrência das mitocôndrias.
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Técnica para Desidrogenase Succínica < SDH >:

1. Soluções:

A) Succinato de Sódio 0,2 M

Succinato de Sódio ...................  3,24 g

Água Destilada ........................  100 ml

B> Tampão Fosfato 0,2 M

Fosfato de Monossódico ............... 2,28 g

Fosfato de dipotássio ................  540 mg

Água Destilada   100 ml

2. Heio de Incubação:

Succinato de sódio 0,2 M   5 g

Tampão Fosfato 0,2 M   5 ml

NBT ( Nitro Blue Tetrazolium )   10 ml

3. Procedimento:

a) Ajustar o pH do meio de incubação para 7,6;

b) Incubar as lamínulas com os cortes durante
o

60 minutos à temperatura de 37 C;

c) Lavar em água destilada durante 1 minuto;

3. Procedimento:

o
60 minutos à temperatura de 37 C;

d) Montar em Geléia de Glicerina.
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O A T P a s e s

( Adenosina Trifosfatases )

São encontradas ao nível das miofibrilas

( miosina, banda A ) e, com o auxílio de diversos artefatos de 

laboratório, variando-se o pH do meio de reação, é possível se 

demonstrar diferentes tipos de fibras, conforme a intensidade de 

reação. 0 processo histoquímico, para se obter tal classificação, 

depende de uma série de reações complexas, até se chegar a um 

produt o final .

0 corte do tecido é incubado em uma solução contendo ATP 

e cálcio a pH 9,4. A enzima retira o terminal fosfato do ATP e, 

devido à presença de cálcio na solução, tal fosfato combina-se 

imediatamente com o mesmo para formar fosfato de cálcio. A um pH 

alcalino o fosfato de cálcio é insolúvel, sendo depositado no 

local da atividade enzimática. 0 corte é então removido e 

colocado em uma solução de cloreto de cobalto. Ocorre então uma 

troca do cobalto pelo cálcio, formando-se o fosfato de cobalto 

nos locais onde anteriormente se encontrava o fosfato de cálcio. 

A seguir, o tecido é exposto ao sulfeto de amónia, resultando a 

formação de sulfeto de cobalto, negro e insolúvel 0 local da

atividade enzimática original é assim demonstrado. A pH 9,4 as 

fibras do tipo I apresentam cor marrom mais claro ( indicando 

reação menor ) do que as fibras do tipo II, que se apresentam com 

cor marrom-escura.



Para se demonstrar os subtipos do tipo II, ou seja, 

tipos II A e II B, realiza-se a reação histoquímica para a ATPase

em níveis de pH diferentes < WERNECK, 1981 >. No presente

trabalho, procedeu-se apenas a reação para ATPase em pH 4,6 

( ATPase ácida ), o que exigiu a utilização de um meio de pré- 

incubação em tampão Barbital Acetato 0,2 M. Neste nível de pH, as 

fibras do tipo I ficam coradas em marrom ou bege-escuro, ao passo 

que as fibras do tipo II 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-incubação em

meio ácido inibe quase totalmente as ATPases das fibras II B,

inibe parcialmente as fibras II A e não inibe as fibras do

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

Técnica para ATPase ácida - pH 4,6:

1. SoluçSes:

A) Tampão Barbital Acetato 0,2 M

Acetato de Sódio ................. 1,94 g

Barbiturato de Sódio............. 2,94 g

água Destilada   100 ml

B) Meio de Pré-incubação

Tampão Barbital Acetato 0,2 M 10 ml
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C) Solução de Barbiturato de Sódio

Barbiturato de Sódio   4,124 g

Cloreto de Cálcio .............. 1,995, g

água Destilada .................  1000 ml

D) Solução de Cloreto de Cobalto

Cloreto de Cobalto   20 g

água Destilada   1000 ml

E) Solução de Sulfeto de Amónia

Sulfeto de Amónia   1 ml

água Desmineralizada   9 ml

2. Meio de Incubação:

Solução de Barbiturato de Sódio 10 ml 

Adenosina, 5 - Trifosfato ( ATP ) 15 mg

3. Procedimento:

a) Ajustar o pH do meio de pré-incubação para 

4,6

b) Pré-incubar durante 5 minutos em
o

temperatura ambiente ( 20 - 25 C );

c) Lavar com a solução de Barbiturato de 

Sódio a pH 9,4 sem ATP, durante 30 

segundos;



d) Ajustar o pH do meio de incubação para 9,4 

com Hidróxido de Sódio;
o

e) Incubar os cortes à temperatura de 37 C 

durante 30 minutos;

f > Trasnsferir as lamínulas para a solução de

Cloreto de Cobalto durante 3 minutos;

g) Mergulhar em água destilada durante 3 

minutos, trocando-a a cada minuto;

h) Transferir para a solução de Sulfeto de 

Amónia durante 10 segundos;

i) Lavar em água desmineralizada corrente por 

20 minutos. Olhar ao Microscópio óptico se 

todo o precipitado foi removido;

j> Desidratar em álcoois de graduação

crescent e ;

k) Montar em resina sintética ( ENTELAN ).

Observação: Na técnica para ATPase, os

cortes em lamínulas foram incubados em cubas 

especialmente adaptadas para tal finalidade.



IV — RESULTADOS

A musculatura esquelética do tronco de Ast yanax 

eigenmanniorum é constituída por unidades musculares denominadas 

miômeros ou miótomos ( Fig i B e í C ). Cada miômero está 

delimitado por septos de tecido conjuntivo, os mioseptos, que 

aparecem nas figuras obtidas dos seis cortes anatômicos 

transversais seriados, realizados desde a região situada após os 

opérculos < região cefálica > até a região imediatamente anterior 

à nadadeira caudal ( região caudal > ( Fig. 2 >.

Nestas figuras torna-se possível observar que estes 

mioseptos delimitam várias secções sobrepostas que constituem os 

prolongamentos dos miômeros. Cada miômero acha-se constituído por 

cinco prolongamentos ou cones, que conferem ao mesmo a figura de 

um tí , sendo que na direção da porção cefálica do corpo voltam-se 

três prolongamentos ou cones anteriores. Há dois cones anteriores 

secundários que se dispõem alternadamente com um prolongamento 

central maior, o cone anterior principal que se insere na coluna 

vertebral do animal. Na direção posterior, voltados para a região 

caudal, há dois prolongamentos dispostos alternadamente aos cones 

anteriores, denominados cones posteriores ( Fig. 3 ).



0 formato dos miômeros e a delimitação dos mesmos pelos 

mioseptos, conferem à musculatura um aspecto em ziguezague, o 

que pode ser facilmente observado retirando-se a pele sobre a 

musculatura superficial < Fi g . i B ).

Percebe-se também que os miômeros, ao se repetirem pelo 

corpo, apresentam tamanhos e ângulos diferentes, sendo que os 

miômeros situados anteriormente à nadadeira anal possuem ângulos 

mais abertos além de serem maiores quando comparados aos situados 

posteriormente a nadadeira ( Fig. 3 ).

Observando-se atentamente os cortes tranversais

seriados, percebe-se um septo conjuntivo horizontal que parte 

da coluna vertebral em direção às camadas musculares

superficiais, e que separa a massa muscular em duas regiões: uma 

dorsal ou epaxial e uma ventral ou hipaxial ( Fig. 2 ).

Nota-se também uma faixa ou lâmina de musculatura de

tonalidade escura situada superficialmente, que percorre toda a

extensão do tronco na altura da linha lateral. A medida que se 

aproxima da região caudal, esta musculatura vermelha aumenta em 

espessura, sendo que o restante da massa muscular apresenta 

coloração branca ( Fig. 1 B e 2 ).

Para a obtenção dos resultados histológicos, foram 

obtidos seis fragmentos da musculatura lateral do corpo de um 

exemplar de A. eigenmanniorum . Os fragmentos foram obtidos na 

altura da linha lateral do peixe.

Obteve-se vários cortes histológicos - preferencialmente
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transversais - de cada -fragmento, que em seguida foram 

submetidos à coloração pela Hematoxilina & Eosina e pelo 

Tricrômico de Mallory + Hematoxilina.

Em todas as observações microscópicas percebeu-se a 

existência de ao menos duas camadas de fibras musculares 

distintas, sempre delimitadas por septos conjuntivos, os 

mioseptos. Chamou a atenção o fato de que a camada de fibras 

vermelhas aumentava gradualmente em espessura quando se afastava 

da região cefálica do corpo. As fibras brancas ocupavam a maior 

part e do cort e .

Percebeu-se também, a partir do terceiro fragmento, um 

septo conjuntivo mais espesso, que se estende desde a coluna 

vertebral até a pele, dividindo as camadas musculares 

simetricamente. Um cordão nervoso longitudinal ao corpo também é 

visto na altura do miosepto que separa a camada de fibras 

vermelhas da subjacente, composta de fibras brancas

Os fragmentos da região caudal mostram muitos mioseptos 

delimitantes dos cones anteriores e posteriores dos miômeros. 

Nota-se que, apesar do corte histológico seccionar os 

prolongamentos em alturas diferentes, não há variação na 

distribuição dos dois tipos de fibras musculares.

A disposição, algumas vezes oblíqua, das fibras 

brancas no miômero, mostra as mesmas em diferentes ângulos de 

corte, principalmente transversal e oblíquo.

Na coloração pela HE e pelo Tricrômico de Mallory + 

Hematoxilina , percebeu-se duas camadas de fibras, sendo uma mais
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estreita logo abaixo da pele e outra mais profunda, separada da 

anterior por um miosepto conjuntivo. As fibras superficiais 

mostraram-se poligonais, com diâmetro pequeno e mais agrupadas 

entre si. Pode-se perceber a presença de numerosos núcleos de 

formato oval e disposição superficial. Em alguns núcleos era 

possível evidenciar um nucléolo central e pequena quantidade de 

heterocromatina. No tecido conjuntivo endomisial, algumas vezes 

alterado pelo processamento histológico, percebeu-se núcleos 

pavimentosos de células conjuntivas, os fibrócitos.

0 miosepto que delimita as duas camadas de fibras 

musculares ramifica-se e dirige-se para a coluna vertebral.

Concluiu-se que este é formado por tecido conjuntivo do tipo

denso, povoado por muitas fibras colágenas, células conjuntivas e 

alguns vasos sanguíneos, principalmente capilares, alguns 

contendo eritrócitos nucleados.

0 restante do miômero mostra fibras musculares maiores

em diâmetro, poligonais, e mais espaçadas umas das outras. 0 

endomísio, quando visível, ficou reduzido a delicados filamentos 

entremeando as fibras musculares < Figs. A, 5 e 6 ). Após a

coloração com HE, nas fibras mais superficiais o sarcoplasma 

corou-se em róseo e os núcleos em azul-violáceo. No caso das 

fibras mais profundas e localizadas abaixo do miosepto, o 

sarcoplasma corou-se em róseo-claro e os escassos núcleos 

1enticulares, densos e superficiais apareceram em azul-violáceo

A coloração pelo Tricrômico de Mallory + Hematoxilina

evidenciou melhor os mioseptos conjuntivos que coraram-se em



azul-claro. Percebe-se em alguns locais células adiposas 

uniloculares nos mioseptos maiores. As fibras da camada mais 

superficial adquiriram coloração vermelha, devido a maior

acidofilia, enquanto que as fibras das camadas mais profundas

apareceram avermelhadas ou alaranjadas. Os núcleos coraram-se em 

azul-violáceo.

Da mesma forma como procedeu-se para a obtenção dos

resultados histológicos, para os estudos histoquímicos sempre

foram utilizados cortes transversais obtidos de seis tomos ou 

fragmentos da musculatura lateral do corpo, desde a região 

cefálica até a região caudal. De cada fragmento da musculatura 

obteve-se três cortes, cada qual processado para um método 

histoquímico diferente. Mesmo frente a diversas reações 

histoquímicas, foi sempre possível perceber uma camada de fibras 

musculares logo abaixo da pele onde a reação apresenta-se 

relativamente homogênea, e abaixo desta, dependendo do tipo de 

reação, uma ou duas camadas de fibras musculares maiores em 

diâmetro onde há alguma heterogeneidade às reações.

A seguir, serão apresentados os resultados obtidos dos 

três procedimentos histoquímicos adotados neste trabalho.

S  D  H  ( Desicfrogenase Succinica )
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A observação seqüencial dos cortes transversais ao longo



do corpo, processados para a reação com esta enzima de 

localização exclusivamente intra-mitocondrial, permitiu a 

diferenciação dos dois tipos básicos de fibras musculares: as do

tipo I e II, sendo que as últimas apresentaram-se divididas em 

dois subgrupos, denominados pela literatura como tipos II A e 

II B ( Figs. 7 e 8 ).

As fibras do tipo I formam uma camada na superfície do 

corpo, subjacente à pele e se projetam em direção à coluna 

vertebral. A população de fibras nesta camada é menor na região 

cefálica e vai aumentando gradualmente no tronco e na cauda. 

Possuem diâmetro pequeno, formato poligonal e volume homogêneo. A 

reação histoquímica sempre manifestou-se positiva, sendo 

que os cortes obtidos das regiões anteriores do corpo, reagiram 

com intensidade menos acentuada do que aqueles das regiões

posteriores. A intensidade da reação, desta forma, cresce

progressivamente ao longo do corpo.

Os sais de formazana azuis são numerosos e grandes, 

distribuindo-se equitativamente pelas regiões intermiofibri1 ares 

no sarcoplasma. Percebe-se também uma intensa reação na região 

subsarcolema 1 ( Figs. 7 e 8 ).

Na altura do miosepto conjuntivo que segrega esta camada 

muscular da subjacente, encontramos as Fibras de Diâmetro 

Reduzido, que reagiram moderadamente, apresentando-se com

tonalidade azul-clara, grânulos menores e escassos. A região

subsarcolemal corou-se melhor ( Fig. 8 ).

De um modo geral, percebeu-se também que a reação

A3



apresentada pelas fibras mais próximas da pele foi menos intensa 

do que a reação das fibras mais distantes ( Fig. 8 ).

Passando-se para a camada de fibras intermediárias 

( tipo II A >, situada logo depois do miosepto conjuntivo, 

percebe-se uma brusca diminuição na intensidade de coloração 

Tais fibras, quando comparadas com as do tipo I, apresentam-se 

com diâmetro maior, poligonais e com significativa redução do 

nümeros de grânulos de formazana, além de coloração menos intensa 

na região subsarcolemal ( Figs. 7 e 8 ).

Ao se observar seqüencialmente os cortes, verificou-se 

que as fibras da região anterior e cefálica reagiram com menor 

intensidade do que aquelas da região posterior e caudal, que 

apresentaram-se moderadamente coradas. As fibras das regiões 

anteriores deram reação praticamente negativa, quase não se 

corando. Observa-se ainda fibras menores, com formato triangular, 

porém com a mesma intensidade de reação das fibras maiores, 

situadas na camada muscular intermediária. Estas fibras pequenas 

aparecem entremeadas com a fibras maiores. Nota-se ainda que as 

fibras situadas ao nível do miosepto delimitante da camada de 

fibras do tipo I, apresentam-se mais reativas do que as fibras 

mais profundas e distantes, sendo que esta redução somente se 

manifesta após as duas ou três primeiras camadas de células, e 

então gradualmente diminui até a reação se tornar praticamente 

impercept ível .

Constituindo o restante do miômero, encontramos as 

fibras musculares de grande diâmetro, poligonais e com reação
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praticamente negativa para a SDH. Com exceção das regiões 

posteriores do tronco e da região caudal, onde a reação

apresentou uma leve positividade, todo o restante das fibras 

reagiu negativamente ao processo histoquímico. As fibras

musculares desta camada são conhecidas como sendo do tipo II B 

< Figs. 7 e 8 ). As fibras que manifestaram alguma reação,

apresentam grânulos escassos e pequenos de formazana nas regiões 

intermiofibri1 ares do sarcoplasma e uma leve marcação na região 

subsarcolemal.

Ao se proceder à observação seqüencial dos cortes, 

constatou-se que não há variação significativa na espessura da 

camada ao longo do corpo, como foi observado com as camadas 

anteriores. A quantidade de fibras parece diminuir na região 

caudal, onde o próprio formato do corpo afila-se para formar a 

nadadeira caudal. Tal como na camada de fibras intermediárias ou 

do tipo II A, existem fibras de menor diâmetro, triangulares, 

entremeadas com as fibras maiores, e que apresentaram basicamente 

a mesma intensidade de reação das últimas.

M A D H — T R

( Nieot inamida Adenina Dinucleotideo Reduzida 

- Tetrazolium Reductase >

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

reação histoquímica para a NADH-TR permitiu a diferenciação de
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dois tipos de fibras musculares: tipo I e tipo II, e os dois

subgrupos do tipo II: II A e II B. A reação ocorre com

intensidade maior nas regiões intermiofibrilares do sarcoplasma e 

nas regiões subsarcolemais, evidenciando a presença de 

mitocôndrias e de retículo sarcop1asmático ( Fig. 9 ). De um modo 

geral, as reações apresentaram-se indistintamente mais intensas 

do que as verificadas pelo processo Kistoquímico da SDH.

Ao se comparar os resultados destes dois procedimentos 

histoquímicos ( SDH e NADH-TR >, pode-se observar a repetição 

das mesmas camadas de fibras musculares já descritas 

ant eriormente.

A camada de fibras do tipo I, subjacente à pele, 

apresenta-se com reação intensa em toda a extensão do-corpo, não 

se percebendo contudo variação na intensidade de coloração como 

ocorreu com a SDH. As fibras do tipo I mostraram riqueza de 

grânulos de formazana tanto no sarcoplasma como na região 

subsarcolemal ( Figs. 9 e 10 ). Da mesma forma que na reação para 

a SDH, há um ligeiro decréscimo na coloração das fibras 

adjacentes à pele, sendo que a reação torna-se mais intensa 

quando afasta-se em direção ao miosepto delimitante. Tal fato, 

porém, não foi observado em alguns cortes, onde a reação ocorreu 

homogeneamente em toda a camada. Repetiu-se a constatação de que 

esta camada aumenta gradualmente em espessura quando se dirige 

para a região caudal do peixe. As Fibras de Diâmetro Reduzido 

apareceram ao nível do miosepto delimitante da camada seguinte e 

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

mostrou uma brusca diminuição na coloração, com as fibras 

apresentando pequenos e escassos grânulos de formazana 

distribuídos no sarcoplasma ( Fig. 18 )- As regiões

subsarcolemais mostraram-se mais coradas. As células dispostas 

nas proximidades do miosepto delimitante da camada de fibras 

vermelhas ( tipo I ) apareceram com marcação mais intensa do que 

a das células mais profundas, onde a reação gradualmente diminui 

a ponto de se tornar praticamente negativa e imperceptível 

< Figs. 9 e li ).

A espessura desta camada diminui progressivamente ao 

longo do corpo e o nível de reação parece não diminuir ou 

aumentar, mantendo-se constante desde a região cefálica até a 

caudal Fibras de diâmetro menor, triangulares, porém com a mesma 

respost a histoquímica das fibras maiores, acham-se intercaladas 

com as últimas ( Fig. 11 >.

A camada seguinte, composta de fibras do tipo II B, 

apresentou-se em geral com as mesmas características encontradas 

na reação para a SDH, ou seja, a reação foi praticamente nula, 

com as fibras demonstrando numero reduzido de grânulos de 

formazana em seu sarcoplasma < Figs. 9 e 18 ). Em nenhum corte 

porém, observou-se reação totalmente negativa, fato verificado 

também na reação para a SDH. Além disso, da região cefálica até a 

mediana do tronco, a reação manifestou-se fraca, ao passo que da 

região posterior do tronco até a caudal, a reação aumenta 

apresentando-se moderada.



Fibras de menor diâmetro, triangulares, obedecendo à 

mesma resposta histoquímica das fibras maiores, aparecem 

intercaladas entre as últimas.

A T R a «s

( Adenosina Tri fosfatase pH 4,6 )

□s cortes processados para a reação pela ATPase, foram 

pré-incubados em meio ácido - pH 4 ,6 - durante cinco minutos em 

temperatura ambiente.

Foi possível distinguir as fibras tipo I e tipo II, bem 

como os subtipos do tipo II: II A e II B Esta subdivisão por

vezes manifestou-se com pouca evidência.

Tal como ocorreu na observação das reações histoquímicas 

anteriores, nas quais evidenciou-se enzimas oxidativas, 

encontrou-se distribuição semelhante das fibras musculares, que 

dispõem-se em duas ou mesmo em três camadas. Da mesma forma, 

percebeu-se claramente um gradual aumento de espessura da camada 

de fibras do tipo I em direção à nadadeira caudal. Não foi 

possível, com base neste tipo de reação, perceber a gradual 

diminuição da espessura da camada de fibras tipo II A, fato 

observado nos cortes submetidos aos demais processamentos

h ist oquímicos.

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

da pele, reagiram moderadamente, apresentando uma coloração
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predominantemente marrom-escara, que algumas vezes variava para 

bege-escura ( Fig. 13 ). Sob o ponto de vista morfológico, estas 

fibras apresentaram as mesmas características, como formato e 

diâmetro, já anteriormente descritas. Percebe-se porém, a total 

ausência do tecido conjuntivo intercelular - o endomísio - que 

desapareceu durante o processamento histoquímico.

Não houve variação significativa de intensidade da

reação ao longo do corpo, nem mesmo na mesma camada muscular 

Alguns segmentos porém, não reagiram ou reagiram muito 

fracamente. De um modo geral, a reação manteve-se homogênea. As 

Fibras de Diâmetro Reduzido, que foram observadas, deram reação 

de igual intensidade às fibras do tipo I.

A passagem entre a camada de fibras do tipo I para a de 

tipo II, mostrou fibras de diferentes diâmetros, sendo possível, 

em alguns segmentos, percebê-las com formato triangular, 

fortemente reativas e intercaladas com as de maior diâmetro e 

poligonais que reagiram fracamente. Estas fibras exibiam 

características típicas de fibras brancas. Tal disposição dá a 

esta região do músculo um aspecto em mosaico, e parece 

constituir uma região de transição entre as camadas de fibras 

do tipo I e II < Fig. 15 ).

A maior parte da musculatura do miômero está constituída 

por fibras musculares brancas de grande diâmetro, as fibras do 

tipo II B. Há também fibras menores e triangulares que contudo 

não reagiram da mesma forma que aquelas da camada anterior. Estas 

fibras foram inibidas quase que totalmente e coraram-se em
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bege-claro, com o mesmo ocorrendo para as fibras poligonais 

maiores ( Fig. 14 ).

Ao contrário do que ocorreu nas reações para a SDH e 

NADH-TR, não observou-se variação no nível de reação, quando da 

observação seqüencial dos cortes ao longo do corpo.



KJ — X LUSTRAÇoES



uc.

F i g .  1 A -  U i s t a  e x t e r n a  l a t e r a l  de
Astaanax eigenmanniorum

B -  U i s t a  s u p e r f i c i a l  da  m u s c u l a t u r a  
l a t e r a l  de A. eigenmanniarum  a p ó s  a 
r e t i r a d a  da  p e l e .  O b s e r v a - s e  a 
i m b r i c a ç ã o  d a s  u n i d a d e s  m i o m é n c a s ,  bem 
como o g r a d u a l  a u m e n t o  da  m u s c u l a t u r a  
v e r m e l h a  ( s e t a s  ) na  d i r e ç ã o  c a u d a l .

C -  D i s p o s i ç ã o  a n a t ô m i c a  de a l g u n s
m i ô m e r o s  i s o l a d o s  ( s e t a s  ) .  P e r c e b e - s e  
a mu d a n ç a  no â n g u l o  d o s  c o n e s  à me d i d a  
que se  a v a n ç a  da  r e g i ã o  c e f á l i c a  p a r a  a 
c a u d a l .



Representação do aspecto exibido pelos 
miômeros nos cortes transversais seriados, 
cada qual com espessura aproximada de 1 cm. 
0 primeiro desenho representa a região mais 
anterior ( cefálica ), enquanto que o 
último representa a região 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 à musculatura 
branca. ( C.V. = Coluna Vertebral )
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Fig. 3 -  I ma g e m de  eigenmanniorum  com a l g u n s
m i ô m e r o s  i s o l a d o s  ( s e t a s  ) .  Ca d a  m i ô me r o  
c o r r e s p o n d e  a um dos  t o mo s  u t i l i z a d o s  p a r a  
o e s t u d o  h i s t o l ó g i c o  e h i s t o q u í m i c o .

Fig . 4 C o r t e  t r a n s v e r s a l  da r e g i ã o  c a u d a l .  N o t a - s e
a c a m a d a  m u s c u l a r  v e r m e l h a ,  c o n s t i t u í d a  p o r  
F i b r a s  m e n o r e s  em d i â m e t r o ,  e a c a ma d a  
m u s c u l a r  b r a n c a  o n d e  as  f i b r a s  s ã o  m a i o r e s .  
T r i c r ô m i c o  de  M a l l o r y  + H e m a t o x i 1 i n a .
Aumen t o : 6 3  x .



F i g .  5 -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da c a ma d a  m u s c u l a r
v e r m e l h a  da r e g i ã o  c a u d a l  . As f i b r a s  que  
c o n s t i t u e m  e s t a  c a m a d a  s ã o  a s  v e r m e l h a s  e 
e n c o n t r a m - s e  m a i s  a g r u p a d a s  e n t r e  s i . N o t a r  
a p r e s e n ç a  d o s  n ú c l e o s  p e r i f é r i c o s  e dos  
m i o s e p t o s  c o n j u n t i v o s  ( s e t a s ) .  T n c r ô m i c o  
de M a l l o r y  + H e m a t o x i l i n a  A u m e n t o :  1 6 0  x .
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F i g .  6 -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da  c a ma d a  m u s c u l a r  b r a n c a
da r e g i ã o  c a u d a l .  P e r c e b e r  que e s t a s  f i b r a s  
m u s c u l a r e s  b r a n c a s  s a o  m a i o r e s  em d i â m e t r o ,  
e e n c o n t r a m - s e  m a i s  e s p a ç a d a s  umas das  
o u t r a s .  Os m i o s e p t o s  c o n j u n t i v o s  c o r a r a m - s e  
em a z u l - c l a r o .  T r i c r ô m i c o  de M a l l o r y  + 
H e m a t o x i 1 i n a  A u m e n t o :  E4 0  x .



F i g  7 C o r t e  t r a n s v e r s a l  do t e c i d o  m u s c u l a r  da
r e g i ã o  c e f á l i c a ,  a b r a n g e n d o  f i b r a s  
m u s c u l a r e s  do t i p o  I  e I I ,  com os  s u b t i p o s  
I I  A e I I  B.  N o t a r  a v a r i a ç ã o  m o r f o l ó g i c a  
e n t r e  os  t i p o s  I  e I I  bem como a d i f e r e n ç a  
na c o m p a c t a ç ã o  e n t r e  a s  mesmas .  S D H . 
Au me n t  o : 1 8 0  x .
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F i g .  8 -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  d a s  f i b r a s  m u s c u l a r e s
O b s e r v a r  a v a n a ç a o  na i n t e n s i d a d e  de 
c o l o r a ç ã o  n a s  f i b r a s  do t i p o  I ,  que a u m e n t a  
em d i r e ç ã o  ao  m i o s e p t o .  P o d e - s e  p e r c e b e r  
t ambé m a s  f i b r a s  de  d i â m e t r o  r e d u z i d o ,  
m o d e r a d a m e n t e  c o r a d a s  ( s e t a s  >. Após o 
m i o s e p t o ,  há  a s  f i b r a s  do t i p o  I I  A,  
s e g u i d a s  p e l a s  do t i p o  I I  B.  S D H . 
Aument  o : £ 4 0 x .
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F i g .  9 -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da  r e g i ã o  c e f á l i c a
P e r c e b e - s e  a p r e s e n ç a  de f i b r a s  ma i s  
e s c u r a s ,  m e n o r e s  e m a i s  c o m p a c t a d a s ,  que  
c o r r e s p o n d e m  ao  t i p o  I .  A b a i x o  do m i o s e p t o  
o c o r r e  um r e p e n t i n o  d e c r é s c i m o  na  
c o l o r a ç ã o ,  o n d e  a s  f i b r a s  s ã o  m a i o r e s ,  
menos  c o m p a c t a d a s  e me nos  c o r a d a s  
( t i p o  I I  ). N o t a r  n e s t a  c a ma d a  os s u b t i p o s  
I I  A e I I  B.  NADH -  T R . A u m e n t o : 6 3  x .
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F i g .  i C  -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da  c a ma d a  m u s c u l a r  
c o n s t i t u í d a  p o r  f i b r a s  do t i p o  I .  N o t a - s e  a 
r i q u e z a  de  g r â n u l o s  de  f o r m a z a n a  t a n t o  no 
s a r c o p l a s m a  ( s e t a s  ) ,  como na r e g i ã o
s u b s a r c o l e m a  1 . A i n t e n s i d a d e  da  r e a c ã o
a u m e n t a  em d i r e ç ã o  ao  m i o s e p t o  ( r e g i ã o
i n f e r i o r  da  f i g u r a  ) .  NADH -  TR.
A u m e n t o :  9 5 k .
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F i g .  11 -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da  r e g i ã o  do t r o n c o .
P r e s e n ç a  d a s  f i b r a s  do t i p o  I  ( a c i m a  do 
m i o s e p t o  ) e do t i p o  I I  ( a b a i x o  do 
m i o s e p t  o ) .  NADH -  T R . A u m e n t o :  1 8 0  x .
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Fig. IS -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  d a  r e g i ã o  da  c a u d a ,  
e x i b i n d o  a c a ma d a  m u s c u l a r  c o n s t i t u í d a  
p o r  f i b r a s  do t i p o  I I  B.  N o t a r  a p e q u e n a  
q u a n t i d a d e  de  g r â n u l o s  de  f o r m a z a n a  ( s e t a s )  
em c o m p a r a ç ã o  com a s  f i b r a s  do t i p o  I .  Há 
uma f r a c a  r e a ç ã o  na  r e g i ã o  s u b s a r c o l e m a l . 
P e r c e b e r  t a mb é m a s  f i b r a s  m e n o r e s  e 
t r i a n g u l a r e s  e n t r e m e a d a s  com a s  m a i o r e s  
( p o n t e i r a s  ) .  NADH -  T R . A u me n t o :  S4 0  x .
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F i g .  1 3  -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da r e g i ã o  c e f á l i c a ,  
e x i b i n d o  as  f i b r a s  do t i p o  I ,  que r e a g i r a m  
i n t e n s a m e n t e  ao  p r o c e s s o  h i s t o q u í m i c o . Na 
r e g i ã o  i n f e r i o r  da f i g u r a  n o t a - s e  a l g u m a s  
f i b r a s  do t i p o  I I ,  que  r e a g i r a m  com p o u c a  
i n t e n s i d a d e .  A T P a s e  pH 4 , 6 .  A u m e n t o :  6 3  x .

F i g .  14 -  Ca ma d a  m u s c u l a r  c o n s t i t u í d a  p e l a s  f i b r a s  do 
t i p o  I I .  As f i b r a s  m a i s  c o r a d a s  s ã o  do t i p o
I I  A,  e as  m a i s  c l a r a s  s ã o  do t i p o  I I  B.  A
r e a ç ã o  h i s t o q u í m i c a  n e s t e  n í v e l  de  pH
p r o v o c a  a i n i b i ç ã o  q u a s e  t o t a l  da AT Pa s e  
m i o f i b r i l a r  ou m i o s í n i c a  d a s  f i b r a s  do t i p o
I I ,  a o  p a s s o  que a s  f i b r a s  do t i p o  I  não
s o f r e m  i n i b i ç ã o .  A T P a s e  pH 4 , 6 .  
Aume n t  o : 2 4 0  x .



64

F i g .  15  -  C o r t e  t r a n s v e r s a l  da  r e g i ã o  c e f á l i c a ,  
m o s t r a n d o  a t r a n s i ç ã o  da  c a ma d a  de f i b r a s  
do t i p o  I  p a r a  o t i p o  I I .  N o t a r  a s  f i b r a s  
t r i a n g u l a r e s  ( t i p o  I  ) f o r t e m e n t e  c o r a d a s ,  
i n t e r c a l a d a s  com a s  f i b r a s  m a i o r e s  
< t i p o  I I  ) que  r e a g i r a m  com f r a c a  
i n t e n s i d a d e .  0 c o n j u n t o  p r o p o r c i o n a  o 
a s p e c t o  em m o s a i c o  d e s c r i t o  p e l a  
l i t e r a t u r a .  A T P a s e  pH 4 , 6 .  A u m e n t o :  2 4 0  x .



VI — DISCUSSSO

Embora a literatura relacionada com a descrição da 

musculatura estriada esquelética de peixes mostre que os miômeros 

são unidades básicas constituintes deste tipo de tecido, deve-se 

considerar que sua organização não é a mesma para todas as 

espécies ( NURSALL, 1956; LANGLER et al . , 1962; ALEXANDER, 1969; 

WALKER, 1975; PIRLOT, 1976; KORNELIUSSEN et al., 1978;

JAMUR, 1982; BICHARA, 1983 ). Em Astyanax eigenmanniorum tais 

unidades apresentam a configuração de um tf, fato que se repete em 

um grande número de espécies de teleósteos 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 miômeros em tí, por vezes 

denominados midtomos ( TERAUAINEN, 1971; HULBERT & MOON, 1978 ),

não é uma constante entre os peixes. Em Plecostomus commersonii 

e em Anfioxo, por exemplo, os miômeros assumem a forma de um {/ 

( BICHARA, 1983; NURSALL, 1956 ). Apesar de a maioria dos autores 

concordarem com as observações colocadas por

LANGLER et a l . ( 1962 ), no que se refere ao formato em tí dos

miômeros, o formato em V exibido pelos miômeros descritos em



F. commersonii por BICHARA ( 1983 ) pode se relacionar ao fato de 

que tal espécie de peixe apresenta características morfológicas 

típicas de um ser muito primitivo ( ALEXANDER, 1966 ). é possível 

que estes dados possam indicar uma variaçao em termos de 

complexidade dos miômeros na musculatura destes vertebrados. é 

válido salientar que os miômeros do animal em estudo parecem 

constituir um tipo predominante entre as diferentes espécies de 

pei xes.

LANGLER et a l . < 1962 ) e PIRLOT ( 1976 ), ao

descreverem miômeros de Ciclóstomos, mostram-nos também em forma 

de tf, porém com ângulo médio menos profundo, tendendo para um 

formato arredondado, fato também presente em Lampréias

( TERAUAINEN, 1971 ). Observando-se a musculatura de A.

eigenmanniorum percebe-se que ao longo do corpo, ocorre uma certa 

heterogeneidade quanto ao tamanho e ângulo dos miômeros. Pode- 

se mencionar, por exemplo, que aqueles situados anteriormente à 

nadadeira anal, apresentam ângulos mais abertos do que os 

situados posteriormente a esta. Observações semelhantes foram 

também realizadas por BICHARA ( 1983 > em F. commersonii, em 

cujos miômeros o ângulo é mais amplo na região cefálica que na 

caudal. Deve-se ressalvar, porém, que neste caso o miômero

apresenta formato em V. Por outro lado, em Rhamdia branneri o tf 

miomérico exibe um ângulo médio profundo e normalmente agudo 

( JAMUR, 1982 ).

0 encaixe perfeito e harmonioso entre os miômeros e seus 

prolongamentos ou cones, originam a imagem em ziguezague vista
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ao longo do corpo de A. eigenmanniorum, quando é procedida a 

retirada da pele para se expor a musculatura lateral. Tal

observação foi também descrita por LANGLER et al. ( 1962 ),

ALEXANDER ( 1969 ), WALKER ( 1975 >, HULBERT & MOON ( 1978 )

e JAMUR ( 1982 ). Esta disposição permite uma articulação

harmoniosa da musculatura ( WALKER, 1975 ; HULBERT & MOON, 1978 > 

e proporciona um deslizamento preciso e suave das massas 

musculares entre si o que facilita o deslocamento do peixe em seu 

habitat ( JAMUR, 1982 >.

Embora a literatura utilize os termos miômero e miòtomo 

como sinônimos, visto que etimologicamente ambos definem a mesma 

estrutura, no presente trabalho preferiu-se denominar a unidade 

muscular que constitui o tecido muscular estriado esquelético do 

espécime em estudo como miômero, já que o mesmo é de maior 

consenso entre os estudiosos.

Em A. eigenmanniorum, os miômeros e seus prolongamentos 

encontram-se delimitados por mioseptos de tecido conjuntivo, fato 

já anteriormente descrito e observado em outras espécies de 

teleósteos ( 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 secundários, cone 

anterior principal e cones posteriores, correspondem à estrutura 

dos miômeros de teleósteos descritos por ALEXANDER ( 1969 ) em

exemplares de Gnastostomos e JAMUR ( 1982 ) em R. branneri, onde 

cada miosepto limita três cones anteriores e dois posteriores. No
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caso de P. commersonii, onde o miômero possui apenas dois 

prolongamentos ligados entre si por um vértice voltado para a 

região cefálica do animal, o miosepto delimita dois cones 

posteriores e um anterior ( BICHARA, Í983 ). Os mioseptos, desta 

forma, compoem um sistema perimisial ( HULBERT & MOON, 1978 ).

A presença de um septo esqueletogenoso horizontal 

dividindo a musculatura em porção epaxial e hipaxial é descrita 

em teleòsteos estudados por ALEXANDER < 1969 >, WALKER

( 1975 ), KORNELIUSSEN et a l . ( 1978 ), JAMUR ( 1982 ), BICHARA 

( 1983 ). Em A. eigenmanniorum, porém, o septo horizontal que 

divide a musculatura é formado por tecido conjuntivo rico em 

fibras colágenas, o qual se ramifica em septos mais delgados e 

perpendiculares, que por sua vez segregam as diferentes camadas 

museu 1 ares.

Na espécie estudada, há uma lâmina ou faixa de 

musculatura de tonalidade escura, que percorre superficialmente 

toda a extensão do corpo do animal na altura da linha lateral. 

Tal camada muscular é constituída por fibras vermelhas que 

aumentam numericamente na região caudal do animal. Este fato é 

confirmado pelos estudos de JAMUR ( 1982 ) e LANGLER et al. 

( 1962 ). Este último menciona a presença de uma camada muscular 

relativamente escura, à semelhança de uma cunha achatada, situada 

entre o septo esqueletogenoso horizontal e a cápsula 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 conclusão pode ser obtida em relação a A.
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eigenmanniorum, após comparar os resultados do presente trabalho 

com aqueles dos autores acima citados. Diferenças de caráter 

histológico e histoquímico, porém, podem ser percebidos quando se 

fa2 um estudo comparativo com o restante da musculatura, a qual é 

constituída por fibras brancas. Desta forma os miômeros em A. 

eigenmanniorum, organizam-se em três camadas de fibras

musculares: a vermelha e a branca, sendo que entre estas está a

camada de fibras intermediária, embora TERAUAINEN ( Í97i ) tenha 

encontrado de três a cinco camadas musculares em lampreias.

Os resultados histológicos mostram a musculatura de A. 

eigenmanniorum constituída por dois tipos de fibras musculares, 

as vermelhas e brancas. De acordo com GRUTZNER ( 1884 ), 

estes dois tipos de fibras correspondem aos tipos básicos 

encontrados na musculatura de outros vertebrados, inclusive o 

homem, sendo as fibras vermelhas consideradas pelo autor como 

delgadas, de pequeno diâmetro e escuras, e as fibras brancas 

correspondem ao tipo mais espesso, de maior diâmetro e cor mais

clara. Já há um século KNOLL ( 1891 ) relacionava a cor escura

das fibras à de maior quantidade de sarcoplasma e de grânulos 

intersticiais ( KóLLIKER, 1857 ) denominados por RETZIUS ( 1890 ) 

de sarcossomos. Comparando-se as conclusões surgidas dos estudos 

de HOOGEBOOM et a l . ( 1946 > e de PAUL & SPERLING ( 1958 ), com

aquelas obtidas em A. eigenmanniorum, pode-se deduzir que as 

fibras brancas possuem menor conteúdo de mitocôndrias e atividade 

respiratória reduzida, ocorrendo o contrário com as fibras 

vermelhas, sendo que estas, por apresentarem maior teor de
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como menos fatigáveis ( BRAEKKAN, 1956; BONE, 1966 ). Também o

padrão de inervação das fibras vermelhas ou lentas é diferente 

daquele apresentado pelas fibras brancas, sendo que, em 

movimentos natatórios normais as fibras lentas participam mais

intensamente < BONE, 1966; DENNY-BROWN, 1929 >. Nos movimentos 

natatórios vigorosos, a participação maior seria das fibras

rápidas ou brancas, e permitiriam, por exemplo, fuga imediata de 

um predador ( GEREBTOZOFF, 1956; BUTTKUS, 1963; BONE, 1966;

MELLGREN & MATHISEN, 1966; HUDSON, 1973 ). A população

predominante de fibras lentas na região caudal de A. 

eigenmanniorum, além de corresponder às observações descritas 

pelos autores acima citados, permite ao animal realizar

movimentos natatórios lentos e normais, sendo que em movimentos 

repentinos e vigorosos, toda a musculatura do tronco seria

exigida .

Os resultados obtidos através da coloração pela HE na 

espécie em estudo, revelaram duas camadas de fibras musculares,

cada qual com um tipo de fibra. A camada muscular vermelha

encontra-se formada por fibras mais agrupadas, enquanto o 

restante da musculatura é constituída de fibras brancas, as quais 

dispõem-se mais espaçadas umas em relação às outras. Estas 

observações confirmam os estudos realizados por MAURER ( 1894 ),

HUDSON ( 1973 ), COLE ( 1907 > em exemplares de figxine glutinosa, 

JAHUR ( 1982 ) em R. branneri e WATERMAN ( 1969 ) em

Peixe-Zebra nos quais há intensa vascularização entre as fibras
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vermelhas. Na região mais profunda do miômero, as fibras brancas 

apresentam diâmetro maior e são menos vascularizadas.

BONE ( 1966 ) afirma em suas conclusões que a quantidade 

de fibras vermelhas aumenta progressivamente na direção 

ântero-posterior do corpo, fato também observado em A. 

eigenmanniorum, bem como em Rhamdia branneri ( JAMUR.1982 ). é 

lícito afirmar desta forma que as fibras vermelhas necessitem de 

maior suprimento sanguíneo, pois mantém-se em constante processo 

de contração Em A. eigenmanniorum percebeu-se a existência de 

capilares sanguíneos nos mioseptos, principalmente após a 

aplicacão da técnica do Tricrômico de Mallory + Hematoxi1ina. 

WATERMAN ( 1969 ), JAMUR ( 1982 > e BICHARA ( 1983 ) encontram 

resultados similares em seus estudos com teleósteos.

Ao se caracterizar o tecido muscular que estrutura os 

miômeros de A. eigenmanniorum com o Tricrômico de Mallory + 

Hematoxilina e HE, pode-se verificar que as fibras superficiais, 

vermelhas e pequenas em diâmetro, coram o seu sarcoplasma em 

róseo pela HE e em vermelho pelo Mallory, e os núcleos, que são 

numerosos, superficiais e de formato oval, em azul-violáceo, 

características que podem corresponder às fibras do tipo I. As 

demais fibras, situadas mais profundamente, são brancas, maiores 

em diâmetro, com o seu sarcoplasma corando-se em róseo-claro 

pela técnica da HE e em verme 1ho-a1aranjado pelo Mallory + 

Hematoxilina. Seus núcleos com cromatina altamente condensada são 

1enticulares, mais escassos e superficiais, corando-se em azul- 

violáceo, podendo tais fibras serem relacionadas com as fibras do
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tipo II. 0 sistema perimisial das fibras do tipo I é bem mais 

desenvolvido do que aquele na camada de fibras do tipo II, 

conclusões que são também confirmadas por JAMUR ( 1982 ) e

BICHARA < 1983 ). Além disso, JAMUR < 1982 > constatou uma

granulação citop1asmática em ambos os tipos de fibras musculares,

fato não observado em A. eigenmanniorum. Deve-se mencionar também 

que no espécime em estudo, pelas técnicas histológicas adotadas, 

não foi possível distinguir as fibras intermediárias, como 

descrevem FLOOD & MATHISEN ( 1962 ) nos seus estudos em ffyxine 

glutinosa Em A. eigenmanniorum, tais fibras foram observadas 

somente pelo uso de técnicas histoquímicas.

Embora pesquisadores como WATANABE et a l . ( 1978 ) não

manifestem acordo em aplicar para os peixes a classificação 

histoquímica utilizada para a musculatura de vertebrados

superiores, um grande número de autores que tem nos peixes seu 

objeto de estudo, adota os sistemas de classificação propostos, 

já que os mesmos baseam-se em estudos fisiológicos e

histoquímicos, que possibilitam a segregação das fibras 

musculares nesses animais em tipos similares aos descritos para 

animais que ocupam uma posição superior na escala zoológica, como 

é o caso dos mamíferos ( MEYER, 1979 ). Isto também mostra que o 

tecido muscular nos peixes, ressalvadas as devidas 

peculiaridades, segue um padrão fisiológico e bioquímico que 

corresponde aos vertebrados em geral. Dentre os procedimentos 

histoquímicos adotados, embora com algumas modificações para os 

peixes, destacam-se as reações para a SDH e para a ATPase
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em estudos com outros mamíferos, inclusive seres humanos. Dentre 

estes autores podem ser citados OGATA ( 1958 ), MELLGREN &

MATHISEN ( 1966 >, DAHL & NICOLAYSEN < 1971 ), NAG ( 1972 ),

JGHNSTON et a l . ( 1974 e 1975 >, DATTA MUNSHI et al. ( 1975 ),

RAAMSDONK et a l . ( 1978 ), KORNELIUSSEN et a l . ( 1978 ), MEYER

< 1979 ), JAMUR < 1982 ), CARPENE et a l . ( 1982 ), TATARCZUCH &

KILARSKI ( 1982 ), KRGNNIE et a l . < 1983 ), BICHARA ( 1983 ),

ZAWADOUSK A & KILARSKI ( 1984 >, SHASHI & TALESARA ( 1984 ).

Um outro tipo de técnica histoquímica que também permite 

classificar as fibras musculares, é a reacão para a enzima 

oxidativa NADH-TR, utilizados por vários estudiosos ( MEYER, 

1979; MOSSE, 1979; JAMUR, 1982 e BICHARA, 1983 )

Para compreender a distribuição das fibras musculares 

estriadas esqueléticas em A. eigenmanniorum, foi utilizado o 

método para a detecção de SDH e NADH-TR e o método para a ATPase 

miofibrilar com pré-incubação em pH 4,6. Há autores, como DAHL & 

NICOLAYSEN < 1971 ) e JGHNSTON et a l . ( 1974 e 1975 > que alertam

para o fato de que as fibras musculares de peixes são 

extremamente suscetíveis à inativação em pH baixo ( 4,3 e 4,6 > 

No presente caso, porém, houve resposta histoquímica para a 

reação, o que também ocorreu nos trabalhos realizados por BICHARA 

( 1983 > em P. commersonii .

A distribuição das fibras musculares nos miômeros da 

espécie estudada está de acordo com as observações realizadas 

pela maioria dos estudiosos. Assim, o fato de a musculatura
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lateral, sob o ponto de vista histoquímico, ser dividida em pelo 

menos três regiões, onde os diferentes tipos de fibras musculares 

tendem a se agrupar para constituir camadas distintas, parece ser 

uma situação predominante na grande maioria de espécies de 

teleósteos estudados. é o que se pode observar, por exemplo, nas 

espécies estudadas por FLOOD & MATHISEN ( 1968 >, BONE ( 1966 ), 

JOHNSTON S TOTA ( 1974 ), HULBERT & MOON < 1978 ), KORNELIUSSEN 

et al. ( 1978 ), RAAMSDONK et al. ( 1978 >, JAMUR ( 1988 ) e 

BICHARA ( 1983 ), entre outros. Desta forma, na musculatura 

miomérica de A. eigenmanniorum encontra-se uma camada

superficial de fibras musculares vermelhas, seguida por uma 

região de transição que constitui a camada de fibras

intermediárias e uma região mais profunda povoada por fibras

brancas. Tal padrão organizacíona1, contudo, torna-se cada vez 

menos evidente quando se avanca na escala zoológica, sendo que 

apenas nos anfíbios ( SASAKI, 1974 ) pode-se ainda observar uma 

distribuição semelhante àquela encontrada por JAMUR ( 1988 ).

De acordo com a reação procedida para a enzima oxidativa 

succinato desidrogenase ( SDH ), na musculatura de A. 

eigenmanniorum, pode-se definir quatro tipos de fibras

musculares. PATTERSON et al. ( 1975 ) citam também o mesmo 

número de tipos de fibras em diversas espécies de teleósteos por 

eles estudadas, e relacionam fisiologicamente tais tipos

celulares com as observações histoquímicas realizadas. Desta 

forma, as fibras classificadas como vermelhas ou do tipo I, além 

de reagirem positivamente para a SDH, estão em constante processo
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de contração. Os animais de hábitos sedentários apresentam 

fibras do tipo I com as mesmas características histoquímicas, 

porém distribuídas não somente numa região superficial, como 

também, algumas vezes, entremeadas com as fibras do tipo II A, 

conferindo à musculatura um aspecto em mosaico ( BODDEKE et a l ., 

1959; JOHNSTON et al., 1975; CARPENE et al . , 1982 >, fato

observado em A. eigenmanniorum. Na espécie em estudo, 

especialmente nas reações para a ATPase miofibrilar, foram 

detectadas pequenas fibras triangulares entremeadas com as 

fibras maiores brancas, que reagiram intensamente ao método 

histoquímico, sem responderem positivamente, contudo, à reação 

para as enzimas oxidativas. Em outras palavras, na reação para a 

ATPase, tais fibras se comportaram como as vermelhas típicas, 

enquanto que para a SDH e a NADH-TR elas reagiram como fibras 

brancas. Especulou-se então que elas possam ser, ou fibras 

brancas em desenvolvimento, ou ainda um subtipo de fibras 

vermelhas que desempenhariam a função 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, afirmação que desperta dúvidas. Por esta razão há 

ainda necessidade de maiores dados acerca deste detalhe.

Em A. eigenmanniorum, as fibras do tipo I formam uma 

estreita camada abaixo da pele e se dispõem paralelamente ao 

longo do corpo na altura da linha lateral, sendo exclusivas nesta 

região Tais fibras exibem reação intensamente positiva, porém



76

não homogênea ao longo do corpo, já que, no sentido céfalo- 

caudal foi possível perceber um gradual aument o na intensidade 

da reação. Embora esta situação não tenha sido confirmada na 

literatura, deve-se mencionar um gradual aumento no número destas 

fibras na direção céfalo-caudal, fato também assinalado em outras 

espécies de teleòsteos ( BONE, 1966; JAMUR, 1982 ). Constatou-se 

na literatura também, que há um acréscimo na atividade da SDH a 

partir da região subepidérmica em direção da região mais profunda 

da mesma camada, fato também observado por KORNELIUSSEN et al.

< 1978 ); JAMUR ( 1982 ) e KRONNIE et a l . < 1983 ), e o mesmo em

A. eigenmanniorum. As fibras do tipo I apresentaram intensa 

granulação, o que confirma os resultados obtidos por PADYKULA 

( 1952 ), para quem as fibras musculares de pequeno

diâmetro, portanto do tipo I, apresentam maior quantidade de SDH 

do que as fibras de diâmetro maior, do tipo II. Também 

denominadas de granulares por NACHIMIAS & PADYKULA ( 1958 ), as

fibras vermelhas contém maior população de mitocôndrias por 

unidade de área do que as fibras brancas, fato observado por 

outros autores < GEORDE & SCARIA, 1958; BONO & GERMINO, 1958; 

SASAKI, 1974; WATANABE, 1978 ). Pelas conclusões de OGATA (1958), 

a intensa reação também deve-se à acentuada atividade da enzima 

neste tipo celular. As fibras do tipo I encontradas em seres 

humanos, apresentaram os mesmos resultados ( WACHESTEIN i 

MEISEL, 1955 ). GUTH & SAMAHA ( 1970 ), YELLIN & GUTH ( 1970 )

e POOL et a l . ( 1979 ) classificaram as fibras do tipo I como

tipo A e tipo ALFA, respectivamente, após as reações para a SDH



e ATPase miofibrilar. As características histoquimicas 

encontradas na musculatura respiratoria de Bagarius bagarius, 

estudado por DATTA MUNSHI et a l . < 1975 >, sao as mesmas

observadas em A. eigenmanniorum e em carpas ( OGATA, 1958 e 

MELLGREN & MATHISEN, 1966 ).

Na reação 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 reação, 

UITA et al ( 1980 ), em músculo de rato, c 1 assifiçaram suas 

fibras como do tipo I e ROUAUD & TOUTANT ( 1988 ) como tipo 

ALFA' BARNARD et a l . ( 1971 ) e CARRY et a l . ( 1986 > as

denominam " grosseiras ", em alusão à riqueza de grânulos de

formazana exibida pelas fibras. Os autores acima citados 

trabalharam utilizando metodologia histoquími ca, com músculos de 

mamíferos, entre eles humanos, observando a mesma resposta 

histoquímica para a NADH-TR.

Os resultados encontrados por DAHL & NICOLAYSEN 

< 1971 > em tiyxine glutinosa, MEYER ( 1979 ) em Lampréias e

MOSSE ( 1979 ) que trabalhou com teleósteos pelágicos, são

semelhantes aos obtidos em A. eigenmanniorum, não só em relação à 

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

realidade, realizou estudos relativos à distribuição dos 

diferentes tipos de fibras, concluindo que, além de a mesma ser 

similar à encontrada em outros teleósteos, a reação decresce em 

intensidade desde a camada de fibras do tipo I até a camada de 

fibras do tipo II B. Tal observação encontra paralelo com aquela
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verificada em A. eigenmanniorum, sendo também mencionada por 

outros autores ( MELLGREN & MATHISEN, 1966; DAHL & NICOLAYSEN, 

1971, JQHNSTON et a l ., 1975; KORNELIUSSEN et al., 1978; JAMUR,

1982; KRONNIE et a l ., 1983; BICHARA, 1983 ). Desta forma,

considerando-se tais afirmações, torna-se conclusivo que a 

situação acima descrita seja de ocorrência geral entre os 

t eleóst eos.

Subjacente à camada muscular vermelha superficial, 

encontra-se a camada constituída por fibras intermediárias que 

reagiram com menor intensidade, o que provavelmente reflete uma 

menor quantidade de mitocôndrias, e conseqüentemente de succinato 

desidrogenase . Tal fato, observado em A. eigenmanniorum, aparece 

também em R. branneri ( JAMUR, 1982 ), mas difere das observações 

realizadas por TERAUAINEN ( 1971 ) em Lampréias, onde o arranjo 

das fibras musculares nos miômeros difere do padrão apresentado 

no presente espécime. Estas fibras apresentam um diâmetro maior, 

são poligonais e coram-se, para a reação com a SDH e NADH, com 

menor intensidade na região subsarcolemal e no sarcoplasma 

quando comparada com as do tipo I < JAMUR, 1982 e BICHARA, 

1983 ). OGATA ( 1958 >, MELLGREN & MATHISEN ( 1966 ), DAHL &

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

( 1983 ), classificaram tais fibras como tipo intermediário,

enquanto que JOHNSTON et a l . ( 1974 ) as denominaram de fibras

rosadas ( " Pink Fibers “ ), com diâmetro variando de grande para 

pequeno. De fato, em A. eigenmanniorum observa-se, entremeadas 

com as fibras de maior diâmetro, algumas células pequenas e
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triangulares, embora com a mesma resposta histoquímica oxidativa 

apresentada pelas fibras maiores. Esta situação contudo não é 

mencionada pela literatura. JAMUR ( 1982 ) estudou em R. branneri 

a mesma camada de fibras intermediárias que exibiram basicamente 

os mesmos resultados histoquímicos para as fibras do tipo II A 

de A. eigenmanniorum. BICHARA ( 1983 >, cita SELIGMAN & RUTENBURG 

( 1951 ) e WERNECK ( 1981 ), para quem a completa redução do

sal Nitro Blue Tetrasolium ( N.B.T. > a grânulos de formazana, 

corresponde a locais de alta atividade enzimática oxidativa, o 

que pode indicar níveis de trabalho muscular constante.

MOSSE ( 1979 ) dispõe as fibras intermediárias, por ele 

denominadas de fibras rosadas, formando uma camada de transição 

entre as massas musculares vermelha e branca. Afirma também, no 

seu estudo, que as fibras rosadas mais próximas à camada vermelha 

reagem com maior intensidade do que aquelas vizinhas à camada 

mais profunda de fibras, as do tipo II B. Estas observações vão 

de encontro as obtidas em A. eigenmanniorum, embora a literatura 

não mencione o fato de a espessura desta região muscular 

decrescer no sentido ântero-posterior do corpo do animal.

Há autores que relacionam a atividade das fibras brancas 

ou tipo II com a locomoção dos peixes, enquanto as fibras 

vermelhas desempenhariam uma função mais postural ( BONE, 19óó, 

JAMUR, 1982 ).

JQHNSTQN & LUCKING ( 1978 ) definem em peixes as fibras 

de contração rápida, oxidativas/g 1icol íticas e reação moderada 

para a SDH e ATPase, como fibras II A. A afirmação de que tais



fibras sejam utilizadas em contrações rápidas da musculatura, é 

sustentada por diversos pesquisadores ( BONE, 1966; MELLGREN & 

MATHISEN, 1966; TERAYAINEN, 1971; RAAMSDQNK et a l ., 1978;

MEYER, 1979 ). JAMUR ( 1988 > também cita autores como

GEREBTOZOFF ( 1956 ) e BUTTKUS ( 1963 ), para quem as fibras

brancas são mais apropriadas para acelerações repentinas, 

enquanto que as vermelhas atuam em movimentos contínuos.

Embora em praticamente todos os trabalhos referentes a 

estudos hist oquimicos em peixes e também em outros vertebrados 

procure-se definir adequadamente as fibras do tipo II A, ainda 

permanecem dúvidas a respeito do papel funcional destas células 

Contudo as referências a respeito da sua morfologia, estrutura 

celular e característ icas histoquímicas parecem já se constituir 

em dados absolutos e definitivos.

As fibras musculares que predominam nos miômeros são 

conhecidas como tipo II B. Sua resposta histoquímica para as 

enzimas oxidativas normalmente é nula ou muito fraca, o que 

indica claramente que tais células apresentam um baixo 

metabolismo aeróbico e oxidativo. Segundo BICHARA < 1983 ), tais 

fibras contraem-se rapidamente, apresentam como fonte energética 

as vias glicolíticas, sendo portanto pouco resistentes à fadiga.

JOHNSTON & LUCKING ( 1978 ) assinalaram a presença 

deste tipo celular em exemplares de Carassius auratus, 

confirmando os resultados de BICHARA ( 1983 > e de MEYER 

( 1979 ), bem como os encontrados em A. eigenmanniorum. Todos 

estes autores caracterizaram as fibras do tipo II B como brancas,
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profundas, de grande diâmetro, contração rápida, ativas em

movimentos natatórios rápidos e vigorosos, facilmente fatigáveis, 

com metabolismo glicolítico e anaeróbico. As conclusões em 

relação ao fato de que este tipo celular apresenta reação 

histoquímica nula para as enzimas oxidativas, vão de encontro aos 

resultados obtidos em A. eigenmanniorum, onde a reação 

apresentou-se praticamente negativa, ocorrendo contudo uma 

discreta elevação na intensidade da reação no sentido céfalo-

caudal do corpo.

A distribuição destas fibras musculares nos miômeros da 

espécie estudada faz paralelo com aquela encontrada por JAMUR

< 19BE ) e BICHARA ( 19B3 ) em exemplares de R. branneri e 

F. commersonii, sendo que tais autores ainda assinalam que a 

camada de fibras brancas predomina na região cefálica e diminui 

na direção caudal dos animais. De fato, em A. eigenmanniorum, 

tais observações se repetiram, como também percebeu-se que o 

contrário ocorre com a camada de fibras vermelhas.

A existência das fibras denominadas pela literatura

como Fibras de Diâmetro Reduzida é poucas vezes mencionada pela 

mesma. TATARCZUCH & KILARSKI (1982) e KRONNIE et a l . ( 1983 )

descrevem a presença destas células na musculatura lateral

superficial, bem como entre as camadas musculares vermelha e 

branca, adjacentes à camada de fibras do tipo II A.

JOHNSTON et a l . < 1974 ) descrevem a ocorrência destas fibras

tanto nas proximidades do miosepto horizontal, como também entre 

a pele e a camada de fibras vermelhas. Em A. eigenmanniorum, tais
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células foram encontradas nas proximidades do miosepto conjuntivo 

que separa as camadas musculares vermelha e intermediária. Na 

reacão para as enzimas oxidativas, as FDR reagiram moderadamente, 

o que está de acordo com os resultados obtidos por PATTERSON 

et a l . ( 1975 ).

Parece existir contudo, alguma discussão a respeito 

destas fibras. KILARSKI < 1967 ), CARLSON ( 1973 ), KRYVI 

( 1977 >, CARPENÊ & UEGGETTI ( 1981 ), CARPENE et a l . ( 198E > e 

KRONNIE et a l . ( 19B3 ) consideram que as FDR sejam pouco

oxidativas e lábeis em meio alcalino para a reacão com a ATPase 

miofibrilar. Na reacão para esta enzima em meio ácido, procedida 

no animal em estudo, a reacão apresentou-se com a mesma resposta 

histoquímica exibida pelas fibras vermelhas. Ainda segundo estes 

autores, as FDR são freqüentemente encontradas em regiões de 

crescimento muscular, sendo por isso reconhecidas como células 

musculares satélites que originarão fibras do tipo II. A 

literatura contudo não especifica quais as fibras satélites que 

originarão as fibras do tipo I. Desta forma, parece estar 

implícito que, na espécie estudada, tendo em vista a proximidade 

deste tipo celular jovem das fibras do tipo I e a resposta 

histoquímica homóloga às mesmas, as FDR poderiam ser as células 

precursoras das fibras vermelhas. Mesmo assim há necessidade de 

estudos mais aprofundados para se afirmar com certeza tal 

observação.

Um grande número de autores que estudaram a musculatura 

e as fibras musculares em peixes, sob o ponto de vista
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histoquímico, o fizeram utilizando os métodos para a detecção 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-incubação em solução de tampão 

Barbital Acetato a pH 4,6 , seguindo a técnica clássica em meio 

de incubação tamponado a pH 9,4 contendo o substrato 

Adenosina 5 - Trifosfato ( WERNECK, 1981 ), o que permitiu

diferenciar os tipos e por vezes os subtipos de fibras.

A utilização deste roteiro encontra justificativa por se 

tratar de procedimento mencionado pela literatura capaz de 

diferenciar os tipos de fibras musculares com sucesso ( BROOKE & 

KAISER, 1969 e 1970; DUBOWITZ & BROOKE, 1973; ENGEL, 1974; TUNEL 

& HART, 1977; HINSTZ et al . , 19B4; CARRY et a l ., 1986 >. Há porém 

outros meios de pré-incubação ( em pH 4,2 ; 4,3 ; 10,5 ) que

também foram eleitos pelos pesquisadores como métodos seguros de 

se conseguir classificar até mesmo os subgrupos de fibras 

musculares. Desta forma, seriam até certo ponto repetitivas, mas 

não menos interessantes as conclusões e observações a serem 

levantadas, caso se adotasse a técnica para a ATPase com pré- 

incubação em outros níveis de pH, que não o 4,6.

Acerca deste aspecto, porém, há autores que não 

concordam com os resultados obtidos com essa metodologia em 

peixes. DAHL & NICOLAYSEN ( 1971 ) e JOHNSTON et a l . ( 1974 e

1975 ), inferem que as fibras musculares dos peixes são

extremamente suscetíveis à inativação em pH muito ácido, apesar
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de o nível 4,6 estar contido na -faixa considerada nao crítica 

entre 4,35 e 10,4 - disposta por GUTH & SAMAHA ( 1970 ) e YELLIN 

& GUTH ( 1970 ). Para PADYKULA & HERMAN ( 1955 ) e RAAMSDONK 

et a l . < 1978 ), a inativação da ATPase miofibrilar é explicada

pela contaminação com outras fosfatases ácidas que competiriam 

com o sítio ativo da enzima ao substrato ATP. A deposição de 

fosfato de cálcio em maior quantidade no local de maior atividade 

enzimática quanto mais alto for o nível de pH, foi referida por 

JAMUR < 1982 > o que por sua vez explica que tal padrão de 

comportamento frente ao método histoquímico possa ser a causa da 

impossibilidade de se identificar em peixes os subtipos das 

fibras do tipo II. Esta observação talvez explique o fato de que 

as fibras do tipo I e as FDR reagirem moderadamente após o

tratamento histoquímico. Sobre este aspecto, BICHARA (1983 ) cita 

SYVORY & GUTMAN ( 1971 ) que, ao avaliarem o teor de ATPase 

miosínica em mamíferos, percebem ser ela em torno de 25 5Í a 55 %

mais alta nas fibras vermelhas do que nas brancas.

Também pode-se relacionar que o fato de praticamente não 

se conseguir demonstrar os subtipos do tipo II seja devido a tal 

aspecto acima mencionado. De fato, os estudos realizados com pré- 

incubacão em pH 4,6 em músculos de outros vertebrados ( BRGOKE & 

KAISER, 1969; GUTH & SAMAHA, 1970; WERNECK, 1981 ) mostram que as 

fibras do tipo II A aparecem mais claras enquanto que as do tipo 

II B tornam-se escuras. Tal aspecto se confronta com os

resultados obtidos em A. eigenmanniorum, onde as fibras tipo II A 

reagiram fracamente, com exceção de fibras de menor diâmetro
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entremeadas com as maiores, que reagiram fortemente. As fibras do 

tipo II B também deram reação fraca tornando-se difícil a

distinção de ambas as células, que são ácido - lábeis para pré-

incubacão em meio ácido ( BRQQKE & KAISER, 1970; JOHNSTON & 

LUCKING, 1978; MEYER, 1979 ). Tal dificuldade é relatada nos 

trabalhos de BICHARA ( 1983 ) 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

reações histoquímicas para as enzimas oxidativas em fibras

musculares, e as reações para a ATPase miofibrilar, constituem

atualmente a base para se classificar e compreender melhor a 

distribuição dos diferentes tipos de fibras musculares 

esqueléticas desde os peixes até os mamíferos, incluindo-se 

também o homem.



U I I  — C O M C L U S o E I S

1. Os miômeros, unidades musculares com forma de que se 

repetem ao longo do corpo, constituem a musculatura lateral 

estriada esquelética de Astyanax eigenmanniorum e acham-se 

separados por mioseptos de natureza conjuntiva.

2. As fibras do tipo I encontram-se na altura da linha

lateral, superficialmente, sob a pele, constituindo a camada 

muscular vermelha.

3. As fibras do tipo II formam a camada muscular branca que

predomina nos miômeros.

4. As fibras de diâmetro reduzido encontram-se próximas ao

miosepto conjuntivo que delimita as camadas musculares 

vermelha e branca.

5. As reações histoquímicas para as enzimas oxidativas

permitiram classificar as fibras musculares nos tipos I, 

II A e II B.



6. A reação histoquímica para a ATPase miofibrilar, com

pré-incubação em pH 4,6 , subdividiu as fibras musculares

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

7. As fibras do tipo I reagiram intensamente para o

processamento histoquímico para as enzimas oxidativas e 

para a ATPase.

8. As fibras de diâmetro reduzido evidenciaram comportamento

similar às do tipo I quando frente às reações para as

enzimas oxidativas e ATPase.

9. As fibras do tipo II mostraram uma reação histoquímica 

fraca ou por vezes nula para todos os métodos histoquímicos 

adotados.

10. Na reação para a NADH-TR e ATPase miofibrilar, a intensidade 

da reação manteve-se praticamente homogênea em todas as 

camadas musculares, com exceção da camada de fibras do

tipo II B, que na reação para a NADH-TR, mostrou aumento na

intensidade ao longo do corpo.

11. A camada de fibras intermediárias ou tipo II A, diminui 

progressivamente sua espessura na direção ântero-posterior 

do corpo. ü contrário ocorre com a camada de fibras do 

tipo I. A camada com fibras do tipo II B não apresentou 

variação em espessura.
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SUMMARY

An anatomical, histological and histochemical study has 

been carried out on the muscular tissue of the trunk of Astyanax 

eigenmanniorurn 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 identified, wich are isolated 

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 in 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 N  form to 

the myomeres.

On basis of the histochemical techniques the muscle 

fibers reacted according the method used and its localization. 

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 histochemical1y , 

wich is separated from the above by an abundant connective 

tissue The transition between the red and white muscle layers 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 heterogenous histochemical1y 

reaction in the white fiber region. In this conditions there is a 

group of fibers disposed near the myosept whose intensity of 

reaction is moderately higher when compared with those disposed

deeply Based upon 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 subtype II A fiber represent

an intermediate zone between the red layer ( type I ) and the 

white II B subtype fibers. Because of the anatomical disposition 

and the moderate histochemica 1 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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