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RESUMO

A histoguimica baseia-se em reagSes bem estabelecidas em quimica
orgénica ou inorganica, usadas para dar um produto visivel & microscocopia
optica.

Este trabalho teve por objetivo estudo normativo do musculo diafragma de
coethas da raga Norfolk inglesa. A por¢io costal do musculo diafragma foi
estudada pela histoquimica, em diferentes reagdes, melmindo-se a reagfio do
NADH-TR, com o objetivo de se determinar a distribuic8o histoquimica de fibras
dotipo [, IA ¢ IIB.

Dentre 1037 fibras estudadas, o porcentual de distribuigdo histoquimica
observado foi de fibras tipo I, 57,3 %; tipo 1IA, 19,2 %; tipo [IB, 23 4 %.

Conforme o esperado, o musculo diafragma da coelha, por sua atividade
continua na respiraciio do animal, aparesenta~se com grande proporgio de fibras

do tipo 1, resistentes a fadiga.



SUMMARY

The histochemistry came from well established organic and inorganic
chemical reactions, used for observation of visible products on optic microscopie.

This work had as objective the assestment of the normative
histochemical data in the costal portion of the diaphragm muscle from Norfolk
english rabbits.

The muscle specimens were processed by different histochemial
reactions, and the normal distribution of I, IIA and IIB muscle fibers were
established from analysis of the NADH-TR reaction.

From 1,037 muscle fibres counted, we found 57,3 % of the type 1,
19,2 % of the type TIA and 23,4 % of the type IIB. These results are expected,
because the diaphragm muscle has a confinuous activity during all the life of the
animals, and so, need a high proportion of the oxidative type 1 fibres, resistent to

the fadigue.
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1 - INTRODUCAO



Segundo Slatter (1993), a embriologia do diafragma fem inicio com o
aparecimento de septo transversal, que divide o pericardio da cavidade peritoneal.
O septo se origina na regifo cervical e depois migra caudalmente até a regido de
L, sendo que isto explica a persisténcia da inervacio do diafragma, pelos nervos
frénicos, a partir da regido cervical, na maioria dos animais. A medida em que as
cavidades pleurais aumentam, os mioblastos da parede corporal migram e
invadem a borda periférica do diafragma para formar a porc¢éo costal do misculo.

O diafragma do coelho € uma bainbha masculo-tendinea que separa a
cavidade toracica da abdominal. E dividido em 3 porgdes, lombar, costal e
external (Craigie, 1948; Slatter, 1993; Orton, 1995).

A porgdo lombar consiste de 2 feixes musculares e fibrosos, a crura, sendo o
direito maior e mais forte que o esquerdo, emergindo dos processos espinhosos
anteriores das primeiras 3 vértebras lombares (8latter, 1993). A por¢éo costal
origina-se das superficies internas das regides posteriores das costelas, por
prolongamentos separados por pequenas areas aponeuroticas triangulares. A
porgdo esternal origina-se do processo xifdide do osso esterno. A insergéio do
diafragma ¢ representada por uma porgio central tendinea propria, ou centro
tendineo, em forma aproximada de v, aderida aos pulmdes e pericardio, para onde
convergem radialmente as fibras musculares das porgdes costal ¢ esternal. A
conexdo da porgdo lombar é assimétrica, com as 2 crura passando ventralmente a
artéria aorta para terminar a esquerda do plano mediano (Craigie, 1948; Slatter,
1993).

Na superficie posterior do diafragma podem ser identificados os ligamentes
faleiformes, coronarios e triangnlares esquerdos, o hiato adrtico, o hiato

esofagice, o forame da veia cava inferior, as artéricas frénicas superiores, ramos

diretos da artésia aorta, e as veias frénicas inferiores. As artérias frénicas fazem

anastomoses-com os ramos frénicos das artérias intercostais 10%, 1_1g e 128 No



hiato aértico passam a artéria aorta, veias azigos e himidzigos, e cisterna lombar
do ducto toracico. Os nervos esplancnicos e o tronco simpatico, de cada lado,
passam do térax para o abddmen entre a porg¢do lateral dos misculos crurais e a
134 costela.

As principais patologias dos misculo diafragma sfo as hérnias
diafragmaticas, congénitas ou pos-traumaticas (Slatter, 1993; Hickman, 1995;
Orton, 1995). Os defeitos diafragmaticos sdo usualmente diagnosticados por
métodos radiolégicos. A injecio intraperitoneal de contraste delimita bem os
contornos diafragmaticos (Fowler, 1993),

Além de crucial para a respiragio dos animais, o misculo diafragma, ao se

conirair, contribul para com o fluxo de linfa pelo ducto toracico (Slatter, 1993).

Segundo De Troyer et al (1981), estimulacBes elétricas separadas das
pro¢des costal ¢ lombar do diafragma evidenciam importantes diferencas
funcionais na expansio do gradil costal, que depende mais da porgdo costal,
enquanto a por¢do lombar teria uma fungdo predominantemente expiratoria.
Observagdes semelhantes foram feitas por Kilarski & Sjostrom (1990), ¢ varios
autores )4 demonstraram diferencas funcionais entre as 3 por¢des do musculo
diafragma (Farkas & Rochester, 1988), donde o grande interesse do estudo

histoguimico das fibras que o compoem.
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2 - REVISAO DA LITERATURA



O estudo da musculatura esquelética apresenta duas fases. Uma antes e outra

depois do advento da histoquimica.

Dubowitz & Brooke (1973), fazendo um retrospecto histérico, comenta
sobre pesquisadores como Lorenzim, que em 1678 havia identificado diferencgas

na cor do musculo, referindo-os como vermelhos e brancos.

Somente a partir do final do século XIX surgiu correlagio morfo-funcional.

Ranvier (1874), correlacionou a fisiologia da velocidade de contragio

com a cor do musculo do coelho, estabelecendo um tipo de fibra de contragio

lenta, de cor vemelha, e outro, de contragfio rapida, de cor branca.

Bullard (1919), diferenciou 2 tipos de fibras musculares no diafragma do

gato pelo sudam I

Com o advento da citoquimica ¢ histoquimica, foi possivel confirmar o

empirismo e as observacgdes relatadas anteriormente. Com a determinacio de



sistemas enzimaticos, além de constituintes quimicos, tornou-se possivel

correlacionar a atividade funcional de fibras individuais com a sua morfologia.

O principio da citoquimica e histoguimica baseia-s¢ em um processo
derivado de reagOes bem estabelecidas em quimica orgénica ou inorganica, que €
usado  para fornecer um produto de reacfio visivel ao microscépio optico

(Dubowitz & Brooke, 1973; Dubowitz et al, 1985; Pearse, 1980; Werneck, 1981).

Dentre as enzimas de particular interesse no estudo do misculo, tem-se
aquelas relacionadas com a sintese e degradagiio do glicogénio (fosforilases),
aquelas relacionadas a produg@o de energica (oxirredutases ou desidrogenases
ligadas ao ciclo do 4cido citrico), as hidrolases(ATPases), além das enzimas que
oxidam as coenzimas reduzidas (tetrazol redutases) [ Dubowitz & Brooke, 1973;

Dubowitz et al., 1985 Pearse, 1980].

As fibras musculares foram diferenciadas pela histoquimica por Nachmias

& Padykula (1958), através da atividade da desidrogenase succinica, em ratos.

Os trabalhos pioneiros na classificagio das fibras musculares basearam-se
na utihizacfo de diferentes reacdes oxidativas, como desidrogenase succinica,

citocromo C oxidase ¢ DPNH-diaforase (Ogata, 1958 a,b,c), que indicaram a



existéncia de 3 tipos de fibras musculares, as de contracfio lenta, ou vermelhas,
as de contragdo rapida, ou brancas, e as intermediarias. Stein & Padykula (1962),
reconheceram trés tipos de fibras (A,B,C), baseados na distribui¢do ¢ tamanho

das mitocOndnas, através da reacdo da desidrogenase succinica.

Dubowitz & Brooke (1973), e Pearse (1980}, estudaram as reagfes da
miofosforilase e das enzimas oxidativas, também estabelecendo os3 tipos de

fibras.

Guth & Samaha (1969), pesquisando comportamento das fibras musculares
em pH 4cido e basico, na reagdo da miosina ATPase, conseguiram identificar
fibras de contracfio rapida e lenta, através da labilidade ou estabilidade aos meios
dcido e bésico, além da relago da mervagdo com o tipo de fibra muscular.
Segundo estes autores, as propriedades fisiologicas e bioquimicas das fibras

musculares seriam reguladas pela inervagéo.

Brooke & Kaiser (1971), aumentando o tempo ¢ valores de pH para a
reacio da ATPase miofibrilar., obtiveram uma subdivisio das fibras ja
classificadas anteriormente, em fibras do tipo I, HA, IIB e IIC, esta tltima

definida no pH mais acido (4.3).



Peter et al (1972 a,b), propuseram associacfio de informagdes bioquimicas,
histoguimicas e fisiologicas, que, em conjunto, caracterizam os 3 tipos de fibras
musculares. A pomenclatura utilizada por estes autores associa "slow oxidative”,
para fibras do tipo I, "fast oxidative glycolitic” para fibras do tipo A, e "fast

glycolitic" para fibras do tipo IIB.

Burke et al (1973), estudaram a relagio da inervagio motora com o padrio
da histoquimica muscular. Concettuaram que tfodas as fibras musculares de uma
mesma unidade motora, dependentes de wum unmico ax6énio, seriam

histoguimicamente idénticas.

A diferenciagdo dos 3 tipos de fibras musculares, pela reagfio oxidativa do
NADH-TR, ¢ a niais comumente utilizada (Dubowitz & Brooke, 1973). Porém,
nfio ha vma sé reagio que determine todas as caracteristicas bioquimicas,
fisiologicas e histoquimicas do musculo, havendo grande vanabilidade entre
misculos de wm mesmo animal e entre diferentes animais, H3 a necessidade de se

associar reagles histoquimicas, para boa diferencia¢do entre os tipos de fibras



{Ogata, 1958 a,b,c; Nishiama, 1966; Yellin & Guth, 1970; Yellin, 1972; Barnard

etal, 1971; Petter et al, 1972; Ariano, 1973; Engel, 1974).

Gauthier & Padykula (1966), estudaram o diafragma de 36 diferentes
espécies, escalonadas pelo peso ¢ tamanho dos animais, em amostras colhidas
preferencialmente do diafragma costal direito, processadas pela reagdo do sudam
black. Encontraram predominio de fibras do tipo I, em animais pequenos, como
rato e coelho, e predominio de fibras do tipo I em animais maiores, como homem

€ vaca.

Yellin (1972), utilizando as reagdes da desidrogenase succinica e miosina
ATPase, encontraram diferencas na reatividade enzimética das fibras musculares
do diafragma em relagdo ao musculo tibial anterior. Em seus achados, a clara
diferenciacfo entre fibras do tipo I, IIA e IIB, no tibial anterior, ndo foi possivel

no diafragma.

Lieberman et al (1973), encontraram, no diafragma humano, uma média de

55 % de fibras do tipo I, 21 % de fibras do tipo ITA e 24 % de fibras do tipo IIB.



Riley & Berger (1979), estudando bidpsias de diferentes porgdes do
diafragma de 6 gatos, encontraram 50 % de fibras do tipo I, 37 % de fibras do

tipo I1A e 13 % de fibras do tipo IIB.

Metzger et al (1985), através das reagfes histoquimicas NADH-TR ¢
miosima ATPase, encontraram, no diafragma do rato, 40 % de fibras do tipo I, 27
% de fibras do tipo IIA e 34 % de fibras do tipo IIB (mas a soma dos percentuais

fornecidos por estes autores daria 101 %).

Cobb et al (1994), utilizando as reagGes NADH-TR e miosina ATPase,

encontram 66 % de fibras do tipo I na regifo costal do diafragma do cavalo.

Os dados existentes sobre histoguimica do musculo diafragma do coetho

S80 escassos.

Davies & Gunn (1972), encontram forte atividade de desidrogenase
suceinica em aproximadamente 60 % das fibras, dentre 1605 fibras estudadas, de

3 coelhos.

10



Hoar & Kemnck (1979), usando método de ativagdo pelos cations
bivalentes estréncio e cdlcio, calcularam, no diafragma de coelhos, cerca de 40 a

44 % de fibras do tipo 1, ¢ 56 a 60 % de fibras do tipo 11

Green et al (1984), afirmaram gue animais pequenos, de alto metabolismo e
frequéncias respiratorias altas, teriam grande propor¢do de fibras do tipo [ no
diafragma. Estudaram a por¢io costal do diafragma do coelho através da reacio
da desidrogenase succinica. Encontraram 40,2 % de fibras do tipo I, 36,2 % de

fibras do tipo 1IA, 23,5 % de fibras do tipo IIB.

Le Souéf et al (1988), determinaram a distribuicdo histoquimica das fibras
do diafragma de coelhos de diferentes idades. Encontraram, em média, em
coethos recém-nascidos, 9,4 % de fibras do tipo 1, 23,2 % de fibras do tipo IA,
286 % de fibras do tipo IIB ¢ 37,7 % de fibras do tipo IIC. Na idade adulta, as
proporgdes encontradas foram fibras tipo 1, 43,2 %; TIA, 37 %; 1B, 17,4 % e IIC,

24 %.

Kilarski & Sjostrom (1990), encontraram, nas regides toracica ¢ abdominal

do diafragma do coelho, respectivamente, 18 a 26 % de fibras do tipo I, 392 46 %

de fibras do tipo IIA e 33 2 34 % de fibras do tipo IIB.

13



A escassez de dados e as controvérsias existentes sobre a distribuigio
histoquimica das fibras musculares do diafragma do coelho, justificam a

proposigio desta pesquisa.



3 - OBJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho sdo:
1) Estudar a histoquimica normal do masculo diafragma de coelhas da
raca Norfolk inglesa, em bidpsias a fresco, processadas pela

histoguimuca;

2) Determinar a distribuicdo enzimatica de fibras do tipo I, 1A e 1IB,

através de morfometrias a partir da reagdo do NADH-TR.

i4



4 - MATERIAL E METODOS
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Foram estudadas 10 coelhas aduitas da raga Norfolk inglesa, de 5a 7
meses de idade, com pesos variando de 2.8 a 3,1 kg, mantidas em cativeiro,
alimentadas com rag#o apropriada ¢ agua ad libitum.

As disseccdes dos nervos frénicos ¢ bidpsias dos misculos
diafragmas das coelhas foram realizadas no Laboratério Experimental do
Departamento de Neurologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

O procedimento de coleta do material, realizado A esquerda em cada
caso, fo1 dividido em 4 etapas: anestesia, sacrificio, dissecglio e remocdo das
amostras. Os instrumentais e materiais utilizados nestes procedimentos foram:
um conjunto de pingas dente-de-rato; 1 cabo de  bisturi com 14minas;
2 tesouras clinicas; 1 conjunto de pingas hemostaticas; um porta-agulhas;
gaze ¢ algodfo, seringas de plastico, descartaveis, de 10 mli; agulhas
hipodérmicas descartaveis, tamanbo 20 x 4,5; fios de sutura; uma caixa de
madeira para anestesia, pesando 1,93 kg; 1 microscdpio cirlirgico marca Zeiss,
modelo DFV;

Hypnol a 3%; heparina, 1.000 Ul/ml; soro fisiologico.

Etapa 1: ANESTESIA

Para o procedimento anestésico, o amimal foi colocado no interior de
uma caixa de madeira apropriada, contendo uma passagem circular, para injecio
endovenosa de drogas na veia superficial da orelha. A caixa contendo o animal
foi pesada. Apods a subtragdo do peso da caixa determinou-se ¢ peso do animat,
com finalidade de se calcular a dose de anestésico a ser injetada. O conjunto de
seringa e agulha descartdveis for montado para aplicagio da solucio anestésica de
Hypnol a 3%, na posologia de 30 mg/Kg de peso. Apés alguns minutos o animal

encontrava-se totalmente anestesiado, sendo removido da caixa e sacrificado.

i6



Etapa 2: SACRIFICIO

Apos injecdo endovenosa de 3.000 Ul de heparma, o sacrificio foi
por secgdo de vasos sangiifneos arteriais e venosos da regido ingiinal, para
chogue hipovolémico ¢ morte. A heparinizagdo teve por objetivo a
incoagulabilidade do sangue, para saida de praticamente todo o sangue do animal
pelos cortes, facilitando a vispalizagdio das estruturas anatdmicas nos

procedimentos de dissecgdo.
Ftapa 3: DISSECCAQO

Em cada animal, foi realizada disseccdo de todo o trajeto do nervo
frénico, desde sua emergéncia na coluna cervical até sua entrada no musculo

diafragma.

Etapa 4: BIOPSIA

O proxamo passo fol bidpsia da porgéio costal de misculo diafragma
esquerdo, em sua regidio mais espessa, num local padronizado, a meia distincia
entre a linha média e a regifio mais lateral do gradil costal esquerdo, fora da drea
cardiaca, no plano transversal.

A amostra de msculo, removida, foi posta numa placa de Pefri,

identificada e enviada para o laboratério de histoquimica.

¥7
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PROCEDIMENTOS HISTOQUIMICOS

Os procedimentos histoquimicos foram realizados no Laboratério de
Histoquimica Muscular dos Departamentos de Patologia ¢ Neurologia, da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

As amostras de misculo, medindo aproximadamente 3 x 5 mm,
foram manipuladas com cuidado para se evitar artefatos.

Foram congeladas em n-hexana, resfriada a ~70° C com auxilio de
nitrogénio Hgudo. A seguir foram transferidas para cémara de criostato Leica
modelo CM 1800, a -20° C, onde permaneceram por 40 minutos para equilibrio
térmico. Apoés isto, foram fixadas em suporte metilico com Tissue-Tek-OCT,
para obtengdo de varias {aminas, contendo cortes histolégicos de 8 a 10 micras de
espessura. Os cortes foram conduzidos a estufa a 37° C, onde permaneceram por
mais 10 minutos. A seguir, foram submetidos as seguintes reagtes histoldgicas e
histoquimicas, com métodos descritos por Dubowiiz et al (1985). HE, tricrémico
de Gomori modificado, nicotinamida — dinucleotideo tetrazolium redutase
{(NADH-TR), miosina ATPase no pH 4.3, 4.6 e 104, esterase inespecifica,
fosfatase acida, PAS, desidrogenase succinica (SDH), e fosfatase alcalina.

18



MORFOMETRIAS

As morfometrias foram realizadas com o ojetivo de se ultrapassar
1.000 fibras contadas, que ocomreu durante a contagem do animal 4, apos
contagens dos animais 1, 2 e 3. A fotografia da reagdio do NADH-TR, de cada
um destes 4 animazs, foi dividida em 4 quadrantes iguais ¢ ampliada em maquina
de xerox colorido, para contagem das fibras do tipo I, 1A e IIB. O total de fibras
tipo I, ITA e IIB, de cada guadrante, foi determinado. Apds isto, calculou-se a
média do niimero de fibras do tipo I, 1A ¢ IIB, de cada animal. No final, fo: feita

contagem geral ¢ determinaco dos percentuais sobre o total de fibras contadas.

19



S — RESULTADOS
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As dissecgdes dos nervos frénicos esquerdos necessitaram do
mICroscopio cirdrgico, porque o nerve ¢ muito delgado em sua porgdo
cervical, e se mescla a pequenos ramos do plexo braguial, tornando dificil sua
individualizacio. Ao microscopio cirfirgico, sua anatomia foi perfeitamente
acompanhada, desde sua emergéncia na regifio cervical, descendo na regifio
paramediana do pescogo, atravessando o plexo braquial, até sua entrada no

miusculo diafragma esquerdo.

As disseccSes dos nervos frénicos dos 10 animais mostraram
resultados uniformes, sem variagdes anatémicas.

A seguir, sdo apresentadas fotografias de uma seqiéncia de
dissecgdo, ilustrando o nervo frénico esquerdo, em todo seu irajeto, € suas

principass relagbes anatémicas.
No final, estd indicado o local da bidopsia do mmisculo

diafragma, o trajeto anatdémico do nervo frénico esquerdo e suas relagdes com

o plexo braquial.

21



Figura 1- Tricotomia do torax e abdomen.

Figura 2- Demarcagdo cultanea do local da incisdo.
22
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Figura 4- Rebatimento da tela subcutinea (A). Exposi¢do dos musculos

anteriores do pescogo (B) e peitorais (C).
23
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Figura 6- Disseccdo do trajeto da veia jugular comum
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Figura 8- Continuagdo da dissec¢do dos trajetos das veias jugulares.
25
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Figura 10- Inicio da dissec¢do do musculo peitoral.
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Figura 12- Identificagdo da clavicula (C).
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Figura 14- Exposigdo do plexo braquial (B).
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Figura 16- Tronco simpatico (S). Nervo vago (V). Traquéia (T).

Cartilagem tireodide (C).
29



Figura 18- Coragdo (C). Pulmao (P). Musculo Diafragma (D). Nervo
frénico (F)
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Figura 19- Trajeto do Nervo frénico (F).
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Figura 20- Coragdo (C). Pulmdo (P). Miisculo Diafragma (D). Trajeto do

Nervo Frénico (F).
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Figura 21- Exposi¢do do plexo braquial (B). Dissecgdo do tecido adiposo

sobre o nervo frénico.
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Figura 22- Plexé braquial (B). Tronco superior (TS). Tronco médio (TM).

Tronco Inferior (TI).
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Figura 23- Trajeto do nervo frénico.
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Figura 24- Incisdo para biopsia do musculo diafragma.
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Figura 26- Fragmento do musculo diafragma.
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Figura 27- Coragdo (C). Pulmao (P). Musculo diafragma (D). Nervo
frénico (F).

Figura 28- Trajeto do nervo frénico.
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A seguir, sdo apresentadas fotografias das reagdes histoquimicas

do musculo diafragma dos 10 animais.
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CASO I. A - Discreta variagdo no diametro das fibras. Nucleos sub-sarcolemais na periferia das fibras.
Endomisio ¢ permisio escassos. H E, 180x. B - Idem. Discreta diferenciagdo entre as fibras tipo I (avermelhadas)
e fibras tipo II (esverdeadas). Tricomico do Gomori modificado, 180x C - Diferenciagéo entre as fibras tipo I,

IIA e [IB. NADH-TR, 180x. D - Diferenciagdo entre as fibras tipo [, [IA e [IB desidrogenase succinica, 180x.
Em A, B, C e D observam-se os mesmos fasciculos.
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CASO L.E -Diferenciagdo histoquimica entre fibras tipo I, IIA e IIB. Miosina ATPase ap6s pré-incubagio em
PH 10.4, 180x. F - Idem. Discreta diferenciagfo histoquimica na reagdo da esterase inespecifica. Esterase
inespecifica,210x. G - Idem. Muito discreta diferenciagfo histoquimica na reagéio do PAS. PAS, 180x. H -
Auséncia de diferenciagdo histoquimica na reagfo da fosfatase alcalina. Fosfatase alcalina, 180x. EmE, F, G e
H observam-se os mesmos fasciculos.
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CASO II. A -Discreta variagdo no didmetro das fibras. Nucleos sub-sarcolemais na periferia das fibras.
Endomisio e perimisio mais proeminentes que no caso I, sobretudo nas adjacéncias do vaso. HE, 180x. B- Idem.
Discreta diferenciacdo entre fibras do tipo I (avermelhadas) e fibras do tipo Il (esverdeadas). Tricomico de
Gomori modificado, 180x. C - Diferenciagdio entre fibras do tipo I, IIA e [IB . NADH-TR, 180x. D -
Diferenciagdo entre fibras do tipo I, ITA e tipo IIB. Desidrogenase succinica, 180x. Em A, B, C e D observam-se
os mesmos fasciculos.



CASO III. A- Variagdo no didmetro das fibras, mais proeminente que no caso II. Nucleos em geral sub-

sarcolemais na periferia das fibras. Presenca de raros nicleos internos (seta). HE, 180 x. B- Discreta
diferenciagdo entre fibras tipo I (avermelhadas) e fibras do tipo II (esverdeadas). Uma fibra esta vacuolizada

(seta). Tricromico de Gomori modificado, 210 x. C- Diferenciagdo entre firas do tipo [ , IIA e [IB . NADH-TR,

180 x. D- Diferenciagdo entre fibras do tipo I, IIA e IIB. Desidrogenase succinica, 180 x. Em A, B, C e D
observam-se 0os mesmos fasciculos.
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CASO IV. A- Variagio no didmetro das fib

ras. Nucleos em geral sub-sarcolemais, na periferia das fibras. HE,
180 x.B- Discreta diferenciacdo entre fibras do tipo I (avermelhadas) e fibras do tipo II (esverdeadas).
Tricrémico de Gomori modificado, 180 x.C- Diferenciagio entre fibras do tipo L, IIA e [IB. NADH-TR, 180 x.
D- Diferenciagdo entre fibras do tipo [, ITA e IIB. Desidrogenase succinica, 180 x. Em A, B, C e D observam-se
0s mesmos fasciculos.
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CASO V. A- Discreta variagdo no didmetro das fibras. Raras fibras com nucleos internos (seta). HE, 180 x.
B- Diferenciagdo entre fibras do tipo [, IIA e [IB. NADH-TR, 180 X. C- Diferenciagdo entre fibras do tipo I,

ITA e IIB. Desdrogenase succinica, 180 x. D- Presenga de raras fibras do tipo [IC (setas). Miosina ATPase (pH
4.3) 180 x. Em A, B, C e D observam-se os mesmos fasciculos.




CASO VI. A- Discreta varia¢do no didmetro das fibras. Discreta diferenciagéo entre fibras do tipo I

4 D ‘0 - ¥ & 0§
] B Ll \ ¢ i i A

(avermelhadas) € fibras do tipo II (esverdeadas). Tricromico de Gomori modificado, 210 x. B- Diferenciagdo
entre fibras do tipo [, IIA e IIB. NADH-TR, 180 x. C- Fibras tipo I formando pequenos agrupamentos ocasionais

(AG). Miosina ATPase (pH 10.4), 180 x. D-Diferenciagéo entre fibras do tipo I e II. PAS, 180 xEm A, B, Ce D
observam-se 0s mesmos fasciculos.
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CASO VII. A- Discreta variacdo no didmetro das fibras. Nucleos em geral sub-sarcolemais, na periferia das
fibras. HE, 150 x. B- Diferenciagdo entre fibras do tipo I, IIA e IIB. NADH-TR, 150 x. C- Diferenciagdo entre

fibras do tipo I e II. Miosina ATPase (pH 10.4), 150 x. D- Diferenciagdo entre fibras do tipo I e II. PAS, 150 x.
Em A, B, C e D observam-se os mesmos fasciculos.
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CASO VIII. A- Dlscrcta varlagﬁo no didmetro das fibras. HE, 110 x. B- leerenclac;ﬁo entre ﬁbras dotipol e
fibras do tipo II. NADH-TR, 110 x. C- Diferenciag@o entre fibras do tipo [ e fibras do tipo II. Miosina ATPase

(pH 10.4), 110 x. D- Diferenciagdo entre fibras do tipo I e fibras do tipo II. Raras fibras do tipo I C, que
correspondem a menos que 1% das fibras. Miosina ATPase (pH 4.3), 110 x. Em A, B, C e D observam-se os

mesmos fasciculos.
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CASO IX. A- Discreta variagdo no didmetro das fibras. Nucleos em geral sub-sarcolemais, na periferia das
fibras. HE, 150 x. B- Diferenciagdo entre fibras do tipo I, IIA e I[IB. NADH-TR, 150 x. C- Diferenciacéo entre

fibras do tipo I e fibras do tipo II. Miosina ATPase (pH 10.4), 150 x. D- Diferenciag@o entre fibras do tipo I e
fibras do tipo II. PAS, 150 x. Em A, B, C e D observam-se os mesmos fasciculos.
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CASO X. A- Discreta variagdo no didmetro das fibras. Nucleos em geral sub-sarcolemais, na periferia das
fibras. HE, 150 x. B- Diferenciagdo entre fibras do tipo I, IIA e IIB. NADH-TR, 150 x. C- Diferenciagio entre
fibras do tipo I e fibras do tipo II. Miosina ATPase (pH 10.4), 150 x. D- Diferenciagdo entre fibras do tipo I

efibras do tipo II. Raras fibras do tipo IIC, que correspondem a menos que 1% das fibras. Miosina ATPase (pH
43),110 x. Em A, B, C e D observam-se os mesmos fasciculos.




Morfometria do anmimal 1

FibrastipoI= W45 (59,4%)
Fibras tipo TA =46 (18.8%)
Fibras tipo IIB =53 (21.7%)

Total de fibras contadas: 244

Morfometria do animal 2

Fibras tipo I=149 (55,6%)
Fibras tipo I1A= 52 (19,4%)
Fibras tipo IIB= 67 (25%)

Total de fibras contadas: 268

Morfometria do animal 3
Fibras tipo I=116 (55,2%)
Fibras tipo ITA= 53 (25,2%)
Fibras tipo 1B= 41 (19,5%)

Total de fibras contadas; 210
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Morfometria do animal 4

Fibras do tipo I: 185 (58,7%)
Fibras do tipo IIA: 48 (15,2 %)
Fibras do tipo IIB: 82 (26 %)

Total de fibras contadas: 315

Morfometria global, dos 4 animais:

Fibras do tipo I: 595 (57,3 %)
Fibras do tipo IIA: 199 (19,2 %)
Fibras do tipo IIB: 243 (23,4 %)

Total de fibras contadas: 1037



6 - DISCUSSAQO
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Davies & Gunn (1972), estudaram o diafragma de coelhos da raga
Oryctolagus cuniculus. Utilizaram classificagdo de atividade enzimética diferente
da que ¢ usada por diferentes autores, porque consideraram, como do mesmo
grupo enzimatico, fibras com forte atividade 4 miosina ATPase, desidrogenase
succinica e miofosforilase. Entretanto, a analise de seus graficos, nos resultados,
permite inferir que forte atividade a desidrogenase succinica foi encontrada em
aproximadamente 60 % das fibras, dentre 1603 fibras estudadas, de 3 coethos. Ou
seja, segundo estes autores, haveria aproximadamente 60 % de fibras do tipo I no
diafragma do coelho. Nossos achados de 57 % de fibras do tipo I, sdo

semefhantes aos destes antores.

Hoar & Kerrick (1979), estimaram cerca de 40 a 44 % de fibras do tipo I no
diafragma de coelhos da raca neozelandesa branca, mas seus métodos de ativagio
pelos cations bivalentes estréncio e calcio, ndo sdo propriamente histoquimicos,
de modo a fornecer produtos visiveis & microscopia éptica, como foi feito neste

trabalho.
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Green et al (1984), encontraram 40,2 % de fibras do tipo I no diafragma de
coelhos da raga neozelandesa branca, sendo que nfo especificaram o sexo € a
idade dos animais utilizados. Nossa diferente cifra de 57 % de fibras do tipo I,
deve-s¢ provavelmente a estudo em raga diferente e, talvez, sexo ¢ idades

diferentes.

Le Souéf et al (1984), encontraram 43,2 % de fibras do tipo I em coelhos
adultos neozelandeses brancos, mas nfo forneceram o sexo dos animais
pesquisados. Nossos achados de 57 % de fibras do tipo I provavelmente estio
relacionados a estudo em raca diferente (Norfolk inglesa) e, talvez, sexo

diferente, porque padronizamos ¢ feminino.

Kilarski & Sjostrém (1990), encontraram, na regido toracica do diafragma
de uma coelha da raga belga de 1 ano de idade, de 4,6 Kg de peso, 18 % de fibras
do tipo 1. A proporgdo mais elevada de fibras do tipo I que encontramos {57%),
deve-se provavelmente a diferencas interraciais, porque os pesos das coglhas
utilizadas nesta pesquisa variaram de 2,8 a 3,1 Kg. Além disto, foram utilizadas

10 coelhas, enquanto aquela cifra de 18 % provém de um tnico animal.
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Analisando-se os poucos trabalhos existentes na literatura sobre o assunto,
verifica-se grande variabilidade de proporgéio de fibras do tipo I no musculo
diafragma do coelho de um para outro autor, de 18% (Kilarski & Sjostrém, 1990),
40,2 % (Green et al, 1984), 432 % (Le Souéf et al, 1988) e cerca de 60 %

{Davies & Gunn, 1972).

A proporgdo de 57,3 % fibras do tipo [ no diafragma do ¢oelho, encontrada
neste trabalho, denfre 1037 fibras analisadas, ¢ esperada porque o diafragma ¢
musculo de atividade continna, desde o nascimento até a morte, em gualquer
espécie animal que o possui. Como apresenta atividade continua na respiragio
durante toda a vida do animal, deve, necessariamente, possuir alta proporgdo de

fibras do tipo I, com alto teor de mitocondrias, resistentes a fadiga.

Pensamos que nosso trabatho raz pequena coniribuigfo original a esta area

da neurobiologia, ao propor 57,3 % de fibras do tipo I para a porgdo costal do

musculo diafragma de coelhos da raga Norfolk inglesa.
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7 -~ CONCLUSOES
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1 - A propor¢io de fibras do tipo I na regifio costal do masculo

diafragma de coelhas da raca Norfolk inglesa € de 57,3 %,;

2 - Aproporgdo de fibras do tipo IIA ¢ 1IB €, respectivamente, 19,2 e

23,4 %;

3 - A propor¢ido obtida de 57,3 de fibras do tipo I no diafragma €

esperada, mas néo estd descrita na bibliografia consultada.
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