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I. INTRODUCCION

Las fibras musculares esqueléticas difieren en sus propiedades contractiles y
metabolicas. Durante afios, la técnica histoquimica de la adenosin trifosfatasa
miofibrilar (MATPasa), siguiendo la metodologia y nomenclatura propuestas por
Guth y Samaha (1969) y Brooke y Kaiser (1970), ha sido la mas utilizada para
determinar los tipos de fibras que integran la musculatura esquelética en mamiferos.
Mediante dicha técnica se han podido diferenciar hasta cuatro tipos: fibras lentas tipo
I y fibras rapidas tipos IIA, 1IB y IIC, en base a su diferente actividad tras
preincubaciones &cidas y alcalinas. En roedores y lagomorfos se ha descrito, ademas,
otro tipo de fibra rpida denominado 11X (Schiaffino et al., 1989; Termin et al., 1989;
Gorza, 1990). La actividad mATPasa y las propiedades fisioldgicas de las fibras
esqueléticas musculares guardan relacién con la heterogeneidad de las proteinas
miofibrilares, principalmente con las cadenas pesadas de miosina. En los mamiferos
se expresan al menos ocho isoformas de cadenas pesadas de miosina (MyHC)
(Schiaffino y Reggiani, 1996), aunque el patron de la expresion de las MyHC parece

ser especifico de cada especie. En la musculatura esquelética adulta de diferentes
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animales se ha podido demostrar la expresion de las isoformas I, Ila, b y lIX,
isoformas que se corresponden con las descritas mediante la técnica de la mATPasa
(Schiaffino et al., 1989; Smerdu et al., 1994; Pette y Staron, 1997; Graziotti et al.,
2001a, b; Arguello et al., 2001). Asimismo, se ha comprobado que existe una alta
correlacion entre el contenido en MyHC vy las propiedades contractiles de la fibra
muscular, observandose que la maxima velocidad de acortamiento se incrementa en
el orden |1 < A <IlIX < IIB (Talmadge, 2000). En principio, las fibras que
coexpresan mas de una MyHC simultdneamente, denominadas fibras hibridas, se
pensé que eran poco frecuentes (Hamaldinen y Pette, 1995). Solamente en las fibras
clasificadas como I1C se demostrd que coexpresaban MyHC-1'y MyHC-Ila. Por otra
parte, se consideraba que el nimero de estas fibras podia aumentar en los procesos de
transformacion fibrilar. Sin embargo, estudios mas recientes han evidenciado que
diferentes MyHC rapidas ya desarrolladas se coexpresan regularmente en los
musculos adultos normales, y no exclusivamente durante el desarrollo, regeneracion
y denervacion muscular, en las transformaciones inducidas eléctricamente, en los
cambios hormonales o mediante el entrenamiento fisico (Schiaffino y Reggiani,
1996; Talmadge, 2000).

La mayoria de los estudios sobre la musculatura del perro se han llevado a
cabo en musculos apendiculares y del tronco (Braund et al., 1978; Snow et al., 1982;
Gil, 1986; Diz, 1987; Gil et al., 1987a, b; Latorre, 1990; Latorre et al., 1993a, b, c;
Strbenc et al., 2004; Smerdu et al., 2005; Acevedo y Rivero, 2006; Maccatrozzo et
al., 2007; Toniolo et al., 2007). Los primeros establecieron una clasificacién basada
en la reaccion histoquimica frente a la mATPasa. Asi se pudieron evidenciar fibras
tipo 1y los subtipos 1A y 1IC, mientras que la presencia de las fibras tipo 11B generd
cierta controversia (Braund et al., 1978; Snow et al. 1982; Gil, 1986; Diz, 1987; Gil
et al., 1987a, b). En este sentido, Latorre et al. (1993b), siguiendo la linea de
investigacion de Snow et al. (1982), detectaron un tipo fibrilar en el perro de
caracteristicas tintoriales similares a las fibras 11B de la rata, a las que denominaron
fibras Il propias del perro. Actualmente, la combinacion de técnicas histoquimicas
clasicas con técnicas inmunohistoquimicas, marcado electroforético, hibridacion in

situ y analisis de la expresion del ARN (Strbenc et al., 2004; Smerdu et al., 2005;
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Acevedo y Rivero, 2006; Maccatrozzo et al., 2007; Toniolo et al., 2007) ha permitido
diferenciar en la especie canina los mismos tipos fibrilares que se observan en el
resto de mamiferos. De este modo, los muasculos apendiculares y del tronco de perros
adultos poseen fibras tipos I, 1A, 1IC y 11X; siendo este ultimo tipo fibrilar el que se
corresponde con las denominadas fibras Il propias del perro. También se han descrito
formas hibridas con mucha variedad de combinaciones, asi como la aparicion de
isoformas menos habituales, en determinados musculos muy especializados: la
isoforma cardiaca en la musculatura del corazon, las fibras 11B en los musculos
oculares y laringeos, las fibras 1IM en los masculos masticadores, las fibras IIEO en
los masculos extraoculares o las isoformas neonatal y embrionaria, descritas durante
el desarrollo muscular (Strbenc et al., 2004; Smerdu et al., 2005; Acevedo y Rivero,
2006; Maccatrozzo et al., 2007; Toniolo et al., 2007).

A pesar de lo expuesto, la composicién fibrilar de determinados musculos
esqueléticos, con funciones muy especificas o complejas, ha sido escasamente
referenciada en esta especie. Entre ellos se encuentran los musculos que son objeto
de estudio en la Tesis Doctoral. Los musculos de la lengua (musculos geniogloso,
hiogloso, estilogloso y lingual propio), del paladar y fauces (musculos palatino,
elevador del velo palatino, tensor del velo palatino y palatofaringeo) y de la faringe
(musculos estilofaringeo caudal, terigofaringeo, hiofaringeo, tirofaringeo y
cricofaringeo) intervienen, de manera decisiva, en las fases voluntaria y refleja de la
deglucion, ademas de colaborar en mecanismos tan importantes como el
mantenimiento de la permeabilidad en las vias respiratorias superiores, el eructo, la

regurgitacion, el vomito y la emision de sonidos.

Los masculos referidos presentan caracteristicas especiales que podrian
hacerlos diferentes al resto de muasculos estriados esqueléticos. Los escasos estudios
publicados en el perro revelan la existencia de una amplia heterogeneidad de tipos
fibrilares y la reaccion atipica en muchos de estos miocitos. (Ryu, 1981; Mascarello
et al., 1982; Rowlerson et al., 1983; Mu y Sanders, 1998, 2000; Hyodo et al., 1998,
1999; Wu et al. 1998, 2000).
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Otro aspecto interesante a considerar es el relativo a la peculiar distribucion
que presentan las fibras en algunos de estos musculos. Asi por ejemplo, el masculo
geniogloso se encuentra dividido en compartimentos con distinta composicion
fibrilar en cada uno de ellos (Mu y Sanders, 2000). Algo parecido acontece en el
musculo cricofaringeo de la especie humana (Mu y Sanders, 2001 y 2002; Mu et al.,
2007a, b). Otros mdasculos dispuestos topograficamente préximos, evidencian
composiciones de miocitos completamente opuestas. Asi se observa en los muasculos
constrictores caudales de la faringe, tanto en la especie canina como en otras especies
(Ibebunjo, 1993; Immamura et al., 1998; Hyodo et al., 1998 y 1999; Mu y Sanders,
2001y 2002; Mu et al., 20073, b).

El objetivo principal de la Tesis Doctoral que presentamos consiste en la
catalogacion y descripcion histo e inmunohistoquimica de los tipos de fibras que
integran los masculos de la lengua, paladar, fauces y faringe del perro. Con ello
intentamos mejorar el conocimiento que sobre estas entidades musculares se tiene,
no solo desde las Opticas histoldgica y fisioldgica sino también desde el punto de
vista anatomopatoldgico, dado el especial interés que suscita esta especie como
modelo bioldgico para la comprension de mecanismos patogénicos y para el estudio
de terapias aplicadas a la especie humana (Kornegay et al., 1988; Cooper et al., 1988;
Sampaolesi et al., 2006). Del mismo modo que en esta especie, el estilo de vida, las
adaptaciones del musculo esquelético al desuso y a la vida sedentaria, asi como al
entrenamiento y al envejecimiento, tienen su equivalencia en la especie canina. La
publicacién de numerosos articulos sobre estas tematicas durante los Gltimos afios
(Strbenc et al., 2004; Smerdu et al., 2005; Childers et al., 2005; Acevedo y Rivero,
2006; Bergrin et al., 2006; Maccatrozzo et al., 2007; Toniolo et al., 2007) corrobora
este creciente interés, siendo otro de los motivos que hemos tenido en consideracién

para el planteamiento del trabajo.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. EL MIOCITO O FIBRA MUSCULAR

El miocito o fibra muscular constituye la unidad celular basica del tejido
muscular estriado esquelético. Los miocitos individuales se unen integrando haces o
fasciculos primarios. Dichos fasciculos primarios a su vez se asocian para constituir
el masculo, que queda envuelto por tejido conjuntivo de considerable grosor y
densidad, con abundante colageno, denominado epimisio. Los fasciculos primarios
también aparecen rodeados por fibras densas de colageno, el perimisio, que concede
fijacion a los haces adyacentes (tejido conjuntivo interfascicular) y porta la irrigacion
e inervacion de los mismos. Dentro de estos fasciculos primarios, los miocitos se ven
rodeados por una fina red de tejido conjuntivo con fibras de colageno y de reticulina,
asi como de capilares sanguineos y fibras nerviosas terminales. A esta Ultima
envoltura se le denomina endomisio. El tamafio de los haces primarios esta
intimamente relacionado con la funcionalidad del muasculo. Asi, los musculos que

intervienen en movimientos delicados y altamente especializados (por ejemplo, los
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musculos del globo ocular) presentan fasciculos de pequefio tamafio con una alta
proporcion de perimisio (Figura 1). Por el contrario, los musculos implicados en
movimientos de mayor recorrido y menor especializacion, como pueden ser los
musculos locomotores, tienen menor proporcion de perimisio y sus fasciculos son de

gran tamafio (Figura 2).

La unidad celular bésica del musculo esquelético, la fibra muscular, es una
célula de gran longitud (1-40 mm) y didmetro variable (10-120 um), formada a partir
de la fusién de numerosas células mononucleares, los mioblastos, constituyendo un
sincitio continuo dentro del cual se encuentran aislados multitud de nucleos
(Dellmann y Brown, 1980; Dellmann, 1994). La membrana del miocito recibe el
nombre de sarcolema, mientras que su citoplasma se denomina sarcoplasma. En el
sarcoplasma se disponen los elementos contractiles del musculo, los miofilamentos
agrupados en miofibrillas, ademas de otras estructuras citoplasmaticas tales como
mitocontrias, aparato de Golgi, reticulo sarcoplasmico, mioglobina, glucdgeno y
vacuolas lipidicas (Figura 3). La mioglobina es la que confiere la coloracion rojiza
tipica al tejido muscular, interviniendo también en la captacion y fijacion del oxigeno
sanguineo, para cederlo después a las mitocondrias. Las miofibrillas son las unidades
contractiles de la fibra muscular. Resultan de la asociacién ordenada de
miofilamentos: proteinas contractiles de didametro y estructura bioguimica diferentes.
Existen dos tipos de miofilamentos. Por un lado, los miofilamentos gruesos o tipo A
constituidos fundamentalmente por miosina, molécula lineal con forma de “bastén
de golf” cuya longitud es de unos 200 nm y 2-3 nm de diametro, provista de una
doble cabeza, que en situaciones Gptimas se agrega en filamentos gruesos. Esta doble
cabeza presenta actividad enzimatica adenosin trifosfatasa miofibrilar (mATPasa),
aspecto importante al considerarse como criterio para establecer determinadas
clasificaciones histoquimicas de la fibra muscular. Por otro lado, los miofilamentos
finos o tipo | en los que predomina la actina, proteina globular de bajo peso
molecular (42 kd), que a pH fisiol6gico polimeriza formando una hélice de doble
filamento. Para constituir la miofibrilla ambos miofilamentos se disponen paralelos

entre si y al eje de contraccién del miocito, de forma ordenada y alternante,
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ocupando gran parte del sarcoplasma y confiriendo el aspecto estriado tipico a la

fibra muscular (Figura 4).

Los miocitos o fibras musculares se pueden clasificar en dos tipos:

a) Fibras extrafusales. Representan el componente mayor del tejido
muscular. Se distribuyen de forma uniforme por el fasciculo primario y responden a
la descripcion general referida para el miocito. Tienen la particularidad de que sus
nucleos se situan en la periferia, proximos al sarcolema (posicién subsarcolémica),
de forma ovalada, una longitud media entre 8 y 10 um y su nimero suele superar
varios centenares. Estas fibras extrafusales, segun el recorrido dentro del musculo,

las agrupamos en:

-fibras cilindricas, recorren toda la longitud del musculo

desde el origen a la insercion.

-fibras cénicas, sélo se unen por un extremo al punto de
insercién. Su otro extremo termina en el propio muasculo, adherido con fuerza a los

tabiques de tejido conjuntivo.

-fibras fusiformes, se disponen en el vientre muscular, sin

asociarse a ninguno de sus extremos (Maillet, 1980).

b) Fibras intrafusales. Estan en menor nimero y no responden a la
descripcion general del miocito. Los nucleos en estas fibras no se sitdan a nivel
subsarcolémico sino en el interior de ellas, ya sea en cadena (nucleos en cadena) o
concentrados en una dilatacion de la fibra (saco nuclear). Este tipo de fibras se
dispone en los denominados husos neuromusculares, mecanorreceptores gque
responden de forma especifica a las variaciones activas o pasivas de la longitud
muscular (Maillet, 1980). Los husos lo integran también gran cantidad de tejido
conjuntivo que rodea a las fibras, asi como terminaciones nerviosas sensoriales o

aferentes y motoras o eferentes.
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Figura 1. Seccion transversal del m. oblicuo dorsal del perro. Técnica Tricrémico de Gomori
modificado. Las fibras musculares se agrupan en fasciculos primarios. El tejido conjuntivo se
diferencia en epimisio, perimisio y endomisio.

Figura 2. Seccion transversal del m. vasto lateral del perro. Técnica Tricromico de Gomori
modificado. Fasciculos de gran tamafio y menor proporcion de perimisio.
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Figura 3.

- ) N @ A S ;
Seccidn transversal de una fibra muscular extrafusal observada al microscopio

o, "

electrénico. Se puede apreciar el nicleo periférico, el sarcolema, las miofibrillas, y otras
estructuras sarcoplasméticas como las mitocondrias.

Figura 4. Seccion longitudinal de varias miofibrillas observadas al microscopio electronico. Se
distinguen los sarcomeros, asi como el solapamiento entre miofilamentos de miosina y actina.
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Respecto a la inervacion motora de los miocitos, referir que los somas de las
neuronas motoras que alcanzan las fibras musculares se localizan en el asta ventral
de la médula espinal y en el tronco del encéfalo. Cada neurona motora inerva a un
numero determinando de fibras musculares del mismo musculo. El grupo de fibras
musculares inervado por una sola neurona se denomina unidad motora. En la unién
neuromuscular, el axén constituye una ramificacion terminal que con frecuencia
presenta terminaciones bulbosas. Esta ramificacion terminal asienta sobre una
elevacion del sarcoplasma o monticulo de Doyere. La union de la ramificacion y el
monticulo determina la placa motora terminal. La mayoria de las fibras musculares
presentan una placa motora terminal hacia la mitad de su eje longitudinal. Las
uniones neuromusculares se establecen en las fases iniciales del desarrollo
embrionario, con posterioridad cada extremo de la fibra recibe una cantidad
considerable de material contractil nuevo, quedando la placa motora terminal en el
centro de la misma. Generalmente, se considera que el nimero de fibras en una
unidad motora depende de la precision con la que deba contraerse el musculo para
ejecutar su funcion normal. Segun este principio, las unidades motoras resultan
pequefias en muasculos muy precisos y al contrario en mdasculos menos

especializados, que, por otra parte, poseen fasciculos de gran tamafio.

I1.2. CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES

11.2.1. Antecedentes histéricos

Stefano Lorenzini' en 1678 clasifico, por vez primera, los muasculos de los
mamiferos en rojos y blancos. A partir de esta publicacion, diversos investigadores
comenzaron una serie de trabajos, tratando de correlacionar el color muscular con las
caracteristicas fisiologicas y estructurales propias del miocito. En el siglo XIX
Ranvier' (1873, 1874, 1880), al estudiar diferentes misculos del conejo, confirmo el

mayor aporte sanguineo en el musculo rojo y establecié una relacién entre el color
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muscular y la velocidad de contraccion. Asi, comprobo que las fibras rojas poseian

una velocidad de contraccion lenta y las fibras blancas rapida.

Kolliker* (1857) tipifico las fibras en funcién de su contenido en granulos,
relacionandolo con el metabolismo fibrilar. Dicho hallazgo fue contrastado mas tarde
por Srutzner* (1884), quien indicé que el color rojo de los miocitos dependia de la
presencia de granulos sarcoplasmicos, que predominaban en las fibras de pequefio
tamafio. Seis afios mas tarde Retzius' (1890), propone denominar a estos granulos
como “sarcosomas” (mitocondrias) y Knoll* (1891) cataloga a las fibras segun la
cantidad de citoplasma en fibras oscuras (ricas en citoplasma) y fibras claras
(pobres en citoplasma). Este ultimo autor, también observd que los musculos
implicados en actividades constantes (por ejemplo los musculos oculomotores,
respiratorios y masticadores) poseian una mayor cantidad de fibras oscuras con
granulos de naturaleza lipidica. Por altimo, refirié que los musculos podian estar
unicamente formados por fibras oscuras o claras, segin el mayor o menor contenido

en grasa, respectivamente, o bien ser de naturaleza mixta.

Mediante la técnica selectiva de tincion lipidica del Sudén 111, Bullard® (1919)
diferencia por vez primera tres tipos fibrilares en musculos de gato. En consonancia
con la catalogacion de Knoll* (1891), clasifica las fibras en oscuras, intermedias y
claras acorde con su mayor o menor contenido en grasa. Estudia la proporcion y
tamafio de estas fibras, refiriendo su variabilidad en funcion del masculo analizado.
Mas tarde Denny y Brown® (1929), siguiendo la hipétesis de Bullard® (1919),
intentan correlacionar las caracteristicas histolégicas de los tipos de fibras con la

velocidad de contraccion en musculos del gato, aunque no lo consiguen.

Por Gltimo, Bensley y Hoerr* (1934) establecen relacién entre la densidad
mitocondrial y la actividad respiratoria, mediante centrifugacion para localizar
determinadas enzimas en distintas fracciones musculares. Paul y Sperling® (1952),

ademas de confirmar dicha correlacién, evidenciaron que en musculos pobres en

! Autores citados por Dubowitz (1985)
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mitocondrias, muasculos blancos, la actividad respiratoria era menor que en musculos

rojos ricos en mitocondrias.

11.2.2. Clasificacion fibrilar mediante técnicas histoquimicas

Las técnicas histoquimicas aplicadas al estudio de las fibras musculares
durante la segunda mitad del siglo XX, que posibilitaban localizar diversos enzimas
entre otros componentes quimicos a nivel celular, representaron una gran ayuda para
su clasificacién. Al aplicar dichas técnicas se pudo evidenciar las diferencias
funcionales y metabolicas de los diversos tipos fibrilares, demostrandose
definitivamente la existencia de una relacién directa entre su morfologia y actividad

funcional.

Fundamentalmente existen dos métodos histoquimicos para diferenciar los
distintos tipos fibrilares en el musculo esquelético. Por un lado, los basados en
detectar la actividad de la enzima adenosin trifosfatasa miofibrilar o miosinica
(mATPasa) y, por otro, los basados en la deteccion de enzimas mitocondriales,
directamente relacionadas con el tipo de metabolismo (aerobio o anaerobio) de los

miocitos.

Antes del auge de la histoquimica muscular, Semenoff (1935) mediante la
técnica clasica del azul de metileno, que posibilita detectar la actividad del enzima
succinico deshidrogenasa (SDH), hall6 diferencias entre las fibras musculares de
los anfibios. Asimismo, Seligmang y Rutenburg (1951) y Padykula (1952)
encontraron variaciones fibrilares en el musculo esquelético de la rata, mediante
técnicas enzimaticas mas depuradas que las utilizadas por Semenoff (1935). De
hecho, Padykula y Herman (1955), establecieron el método original de deteccion de
la actividad de la enzima mATPasa. Con posterioridad, Wachstein y Meisel (1955) y
Bufio y Germino (1958), estudiando la actividad SDH en distintos musculos,
indicaron que en musculos como el diafragma y el masetero, la actividad era mucho

mas elevada que en masculos apendiculares. A su vez, Nachmias y Padykula (1958)
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denotaron la existencia de una mayor actividad SDH en las fibras de menor tamario,

que, ademas, poseian mayor numero de mitocondrias por unidad de area.

Ogata (1958), analizando musculos de peces, aves, mamiferos y anfibios, en
base también a la actividad SDH, establecié una diferenciacion fibrilar en tres tipos.
Fibras de gran tamafio y escasa actividad enzimatica, las fibras blancas; fibras de
pequefio tamafio y con una actividad enzimética elevada, las fibras rojas; y, por
ualtimo, fibras a las que denomind intermedias, cuyos pardmetros de tamafo y

actividad enzimatica se encontraban entre los referidos anteriormente.

Dubowitz y Pearse (1960 a, b), mediante la deteccion de diversos enzimas
mitocondriales oxidativos relacionados con la actividad glucolitica de la fosforilasa
en musculos de diferentes especies (rata, paloma y hombre), encontraron una
actividad reciproca entre la actividad de los enzimas oxidativos respecto al enzima de
actividad glucolitica. De este modo, establecieron una nueva clasificacion de las

fibras solo en dos tipos, siguiendo criterios enzimaticos y morfoldgicos:

Fibras tipo 1: pequefio diametro, alta actividad oxidativa y baja

actividad glucolitica.

Fibras tipo 2: gran diametro, baja actividad oxidativa y alta actividad

glucolitica.

En este trabajo se puso de manifiesto que los miocitos utilizaban,
fundamentalmente, dos fuentes principales de energia en la contraccién muscular.
Asi, las fibras tipo 1 utilizarian los lipidos para obtener energia, mientras que las
fibras tipo 2 recurririan al glucégeno intracelular. Se sugiere, en base a ello, que las
fibras tipo 1 estarian implicadas en contracciones prolongadas y sostenidas en el
tiempo, y se corresponderian con las fibras “rojas” descritas en publicaciones
anteriores. En contraposicion, las fibras tipo 2, que se asimilarian a las fibras

“blancas”, actuarian en movimientos rapidos y de corta duracion.
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En 1962 Engel, analizando biopsias de masculo humano, clasifico las fibras
en dos tipos, aunque el criterio fue la actividad de los miocitos frente a la enzima
ATPasa miofibrilar. Las fibras con una baja actividad frente a esta enzima fueron

clasificadas como tipo 1, y las que tenian alta actividad como tipo 2 (Figuras 5y 6).

Ese mismo afio, Stein y Padykula (1962), combinando técnicas en las que
enfrentaban los miocitos del masculo gastronemio de la rata a la actividad SDH,
ATPasa miofibrilar y esterasas, clasificaron las fibras en tres tipos. El criterio fue
principalmente el de la actividad SDH, concluyendo que tal actividad estaba en
relacion muy estrecha con el nimero de mitocondrias, y observando también
comportamientos distintos de las denominadas fibras de contraccion répida en su
actividad ATPasa, al realizar diferentes preincubaciones con formaldehido. Esta
clasificacion fue similar a la propuesta por Ogata (1958). Los tipos fibrilares los
denominaron como fibras tipo “A”, que serian las clasicas fibras blancas de gran
tamafo y escaso contenido mitocontrial, en tanto que las fibras tipo “B” y “C”,
correspondientes a las clasicas fibras rojas, se diferenciaban por el ndmero
mitocondrial. Las fibras tipo “B” con un valor intermedio y las fibras tipo “C” con un

namero muy alto.

Romanul (1964), mediante una combinacion de técnicas bioquimicas e
histoquimicas, aplicando una serie de cambios en las actividades relativas de gran
nimero de reacciones enzimaticas, entre las que se incluian las citocromo oxidasas,
diaforasas, fosforilasas, esterasas y diversas deshidrogenasas, identificd hasta ocho
perfiles histoquimicos en los musculos gastronemio y plantar de la rata. Dichos
perfiles los hizo corresponder con otros tantos tipos fibrilares, a su vez dentro de tres
grupos principales: fibras tipo I, que se corresponderian con las clasicas fibras
blancas, con escasez de lipidos y mioglobina y un metabolismo, fundamentalmente,
anaerobio (bajo metabolismo oxidativo y alta capacidad de glucolisis); fibras tipo I,
que se caracterizaban por tener elevado ambos metabolismos (oxidativo y
glucolitico), gran cantidad de mioglobina y bajo contenido lipidico; y fibras tipo 111,
con un metabolismo basicamente aerdbico (alto metabolismo oxidativo y escaso o

nulo lipidico) que, como las fibras tipo II, tienen bajo contenido en grasas y alto en
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Figura 5. Seccion transversal del m. extensor digital comdn bovino. Técnica mATPasa alcalina a
pH 10,8. Se diferencian dos tipos de miocitos: fibras que reaccionan frente a la mATPasa
(tonalidad oscura) y fibras que no reaccionan (tonalidad clara).
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Figura 6. Seccion transversal del m. triceps braquial bovino. Técnica mATPasa alcalina a pH 10,8.
Se evidencian dos tipos fibrilares: miocitos que reaccionan frente a la mATPasa (tonalidad oscura)
y miocitos que no reaccionan (tonalidad clara).
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mioglobina. Estos dos ultimos tipos fibrilares quedarian encuadrados dentro de las

fibras rojas clasicas.

En afios posteriores continuaron las publicaciones con distintas
clasificaciones y denominaciones fibrilares, lo que origind cierta confusion al no
concretarse un sistema Unico de nomenclatura y emplearse criterios diferentes para la
tipificacion fibrilar. En este sentido, Gauthier y Padykula (1966) y Gauthier (1969),
en estudios sobre el musculo diafragma de mamiferos y el misculo semitendinoso
del gato, respectivamente, clasificaron las fibras en tres tipos y con la misma
nomenclatura que Ogata (1958), si bien en base a la ultraestructura mitocondrial y a
la relacion entre color muscular y proporciéon de cada una de estas fibras: fibras
“rojas”, las de menor tamafio, con grandes mitocondrias de abundantes crestas,
distribuidas entre las miofibrillas en posicion subsarcolémica; fibras “blancas”, las
de mayor tamafio, también con mitocondrias grandes, aungue con pocas crestas y
situadas en relacion con el sarcolema; y fibras “intermedias”, similares a las fibras

rojas pero con menor numero de mitocondrias.

Sréter et al. (1966) y Seidel (1967) observaron la variabilidad frente al pH de
la enzima ATPasa, similar a lo publicado por Stein y Padykula en 1962 a distintas
preincubaciones con formaldehido. Esta variabilidad sirvié para elaborar técnicas
que determinaron, con mayor precision y fiabilidad, la actividad de las fibras
musculares frente a la ATPasa miofibrilar. Asi, Guth y Samaha (1969) y Samaha et
al. (1970), empleando combinaciones de diferentes pH y la sensibilidad al
formaldehido de la actividad mATPasa, diferenciaron tres tipos de fibras musculares
que denominaron como tipo a, fibras rapidas con una actividad mATPasa alcalino-
estable y &cido-labil; tipo B, fibras lentas con actividad alcalino-labil y &cido-estable,
y tipo af, fibras rapidas, como las primeras, pero con caracteristicas de acidez y

alcalinidad intermedias entre las dos anteriores.

En la misma linea que estos ultimos autores Brooke y Kaiser (1970),

realizando preincubaciones y variaciones de pH (9,4 4,6 y 4,3) en la técnica de la
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mATPasa aplicada a las fibras musculares humanas, llegaron a conclusiones
parecidas, variando algo la nomenclatura. Asi establecieron dos tipos principales de
fibras musculares y, dentro de cada uno de ellos, dos y hasta tres subtipos (Figuras 7

y 8), con las siguientes caracteristicas:

Fibras tipo I: poseen una actividad mATPasa alcalino-1abil y acido-
estable (como las fibras B de la clasificacion de Samaha et al. en 1970). Tincion
fuerte con preincubaciones acidas y ausencia de tincion con preincubaciones

alcalinas.

Fibras tipo Il: poseen una actividad mATPasa alcalino-estable y su

estabilidad a pH &cido varia, lo que determina que aparezcan tres subtipos:

Fibras tipo Il1A: fibras labiles frente a pH acido (como las
fibras o de la anterior clasificacion). Al contrario que las fibras tipo I, se tifien con

preincubaciones alcalinas y no lo hacen con preincubaciones acidas.

Fibras tipo 1IB: fibras parcialmente estables a pH acido.
Tincion fuerte con preincubaciones alcalinas, algo de tincion en rangos de pH acidos

hasta el valor de 4,6 y ausencia de tincidn por debajo de este pH.

Fibras tipo IIC: fibras &cido-estables. Se tifien en los dos
rangos de pH, dejando de hacerlo a pH acido cuando su valor esté por debajo de 3,9.

Estos dos ultimos subgrupos se corresponderian con el tipo of propuesto por
Samaha et al. (1970). En publicaciones posteriores (Brooke et al., 1971) observaron
que las fibras tipo 1IC eran escasas en mdusculos de adulto, pudiendo tratarse de
fibras en evolucion hacia los otros dos subtipos de fibras tipo Il (fibras tipo A y
11B).
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Figura 7. Seccién transversal del m. longisimo lumbar porcino. Técnica mATPasa 4cida a pH 4,6.
Se diferencian tres tipos de fibras: tipo | (oscuras), 1A (claras) y 1B (intermedias).
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Figura 8. Seccion transversal del m. pectineo canino. Técnica mATPasa acida a pH 4,3. Esta
técnica permite diferenciar las fibras tipo 1IC (tincidn intermedia) de las restantes fibras: tipo 11
(claras) y tipo | (oscuras).
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Ashmore y Doerr (1971), en estudios realizados sobre musculatura
esquelética de ratones, cerdos, pollos y bovinos, al comparar la actividad glucolitica
de la fosforilasa con la actividad oxidativa de la SDH, establecen tres tipos de fibras.
Siguiendo la nomenclatura, con algunas variaciones, propuesta por Samaha et al.
(1970) las denominan como: fibras tipo oW, blancas (“white”) con actividad
mATPasa acido-labil; fibras tipo BR, rojas (“red”) con actividad alcalino-labil y

fibras tipo aR, rojas (“red”) con actividad &cido-labil como las primeras.

Otro tipo de clasificacion, basado en la capacidad oxidativa y/o glucolitica de
las fibras y en su velocidad de contraccién, fue la establecida por Peter et al. (1972)
al analizar musculos del miembro pelviano del cobaya y conejo (Figuras 9 y 10).

Estos autores diferenciaron las siguientes fibras:

Fibras SO (“slow-oxidative” o lenta-oxidativa), con metabolismo
aerodbico (oxidativo) y velocidad de contraccion lenta.

Fibras FG (“fast-glycolytic” o rapida-glucolitica), con metabolismo

anaerdbico (glucolitico) y velocidad de contraccién rapida.

Fibras FOG (“fast-oxidative-glycolytic” o répida-oxidativa-

glucolitica), con una velocidad de contraccion rapida y ambos tipos de metabolismo.

Diversos autores (Meijer, 1970; Khan et al., 1972; Mintener, 1979; Mabuchi
y Sréter, 1980; Gollnick et al., 1983; Staron et al., 1983; Gollnick y Matoba, 1984;
Matoba y Gollnick, 1984), realizando variaciones en el método original establecido
por Padykula y Herman (1955) para la clasificacion fibrilar segin su actividad
mATPasa, sugirieron la existencia de nuevos subtipos de fibras réapidas e
identificaron también subtipos dentro de las fibras lentas. Se describieron los
subtipos 1A y IB dentro de las fibras tipo | (Jenekens et al., 1974; Khan et al., 1974;
Askanas y Engel, 1975; Karpati et al., 1975; Dekleva y Sirca, 1978; Khan, 1978;
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Figura 9. Seccion transversal del m. longisimo lumbar porcino. Técnica NADH-TR. Se pueden
evidenciar tres tipos de miocitos: los que demuestran una alta capacidad oxidativa (tonalidad
oscura), intermedia (tonalidad clara) y escasa o nula (ausencia de tincién).
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Figura 10. Seccidn transversal del m. triceps braquial bovino. Técnica NADH-TR. Tres tipos de
fibras pueden ser reconocidos: oxidativas (tincion fuerte); glicoliticas (tincion débil);
oxidativas/glicoliticas (tincion intermedia).
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Gollnick et al., 1983; Smith et al., 1987). Asimismo subtipos de las fibras IIC
(Jansson et al., 1978; Staron y Pette, 1986) y fibras tipo I1AB y tipo IIAC, que
poseian caracteristicas intermedias entre las fibras tipo 1A y 1IB y entre las 1A'y
I1C, respectivamente (Andersen y Henriksson, 1977; Ingjer, 1978; Staron et al.,
1983; Gil et al., 20014, b).

Por su parte, Edjtehadi y Lewis (1979) establecieron, como Romanul (1964),
ocho perfiles histoquimicos diferentes al analizar el musculo flexor digital largo del

gato.

El nimero de clasificaciones y la disparidad de criterios para elaborarlas,
siendo la propuesta de Brooke y Kaiser (1970) la mas aceptada, seguida por la de
Ashmore y Doerr (1971) y la de Peter et al. (1972), cred bastante confusién al tratar
de dilucidar definitivamente los tipos fibrilares del musculo esquelético. Por ello la
investigacion, de manera general, derivd hacia establecer un Unico método de
clasificacion o a tratar de correlacionar las distintas denominaciones utilizadas en la

determinacion fibrilar.

En esta linea Dubowitz y Brooke (1973) establecen una clasificacion fibrilar
basandose en la reaccion oxidativa con las enzimas deshidrogenasa SDH y diaforasa
NADH-TR (nicotinamida adenina dinucledtido tetrrazolium reductasa) o en la
reaccibn mATPasa. Con esta Ultima técnica histoquimica evidenciaron los cuatro
tipos de fibras descritos por Brooke y Kaiser en 1970. Es decir, los tipos I, 1A, 1IB y
I1C, que se complementarian con el perfil metabolico que marca su reaccion frente a
los enzimas oxidativos. De esta manera, las fibras tipo | y IIC poseerian una alta
capacidad oxidativa, las fibras 1A una capacidad moderada y las fibras 1IB baja.
Estos autores refirieron también que las extrapolaciones entre especies o diferentes
musculaturas debian quedar entre interrogantes, ya que hasta el momento Unicamente
se habian realizado estudios parciales en determinadas entidades musculares,

correlacionando propiedades histolégicas, histoquimicas y funcionales.
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En cuanto a las comparaciones entre las distintas clasificaciones propuestas
por los autores citados, inicialmente se creyo que las fibras B, o y op de Samaha et
al. (1970) equivalian a los tipos de fibras I, 1A'y 1B de Brooke y Kaiser (1970) y a
las fibras SO, FOG y FG, respectivamente, de Peter et al. (1972). Después se
comprobd que realmente no eran compatibles los sistemas aplicados para establecer
estas clasificaciones. Es decir, no se podia asumir que la diferente actividad fibrilar
en la reaccion mATPasa se correspondiera con sus propiedades metabdlicas, siendo
ademas estudios realizados en pocos musculos y en un numero de especies
relativamente reducido. En este sentido, Nemeth et al. (1979) y Nemeth y Pette
(1980, 1981a, b) sefialaron la incompatibilidad de ambos sistemas. Green et al.
(1982), demostraron variaciones significativas al comparar los subtipos 1A y 1IB con
los tipos o y af3, aunque si observaron una correspondencia total al equiparar las
fibras tipo | con las fibras B. Estos ultimos autores refirieron que esta
incompatibilidad se debia a la existencia de subpoblaciones adicionales de fibras

rapidas, que se expresaban segun el muasculo o la especie estudiada.

11.2.3. Clasificacion fibrilar mediante inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es, a rasgos generales, una metodologia que permite
la localizacion y visualizacion de antigenos en un tejido por medio de anticuerpos
especificos. Las técnicas mas comunes emplean un anticuerpo secundario, dirigido
contra el anticuerpo primario, que se conjuga con un marcador visual (fluorocromo,
enzima con un producto de reaccién coloreado insoluble o complejo metéalico). A
nivel del tejido muscular, Kesztyus et al.? (1949) prepararon por vez primera
anticuerpos especificos frente a las dos proteinas musculares principales (actina y
miosina). Afios después Finck et al.? (1956), empleando la metodologia de marcado
con anticuerpos propuesta por Coons et al.? (1941), localizaron las proteinas
musculares en el musculo estriado embrionario. Publicaciones posteriores llevaron a
cabo un minucioso estudio de la miogénesis mediante el anticuerpo antimiosina

fluorescente en el pollo (Holtzer et al.?, 1957) y en el hombre (Engle y Horvath?,

% Autores citados por Allen (1973)
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1960). Los avances en las técnicas de hibridacién (Kohler y Milstein®, 1975) y la
produccion de anticuerpos monoclonales especificos frente a las proteinas
musculares, asi como la gran sensibilidad de la inmunohistoquimica, abrieron una
nueva via, aun vigente, para dilucidar los tipos fibrilares que integran el musculo
esquelético en las distintas especies. En el tipificado fibrilar a través de la
inmunohistoquimica se identificaron las diferentes formas moleculares (isoformas)
de las principales proteinas musculares. La proteina mas ampliamente analizada con
esta metodologia ha sido la miosina, molécula que consta de dos cadenas pesadas
(MyHC) y cuatro cadenas ligeras (MyLC). Estas miosinas se diferencian por el
modelo electroforético de sus cadenas ligeras (Lowey y Risby, 1971; Hoh et al.,
1976; Weeds, 1980) y de sus cadenas pesadas (Weeds y Burridge, 1975; Rushbrook
y Stracher, 1979; Billeter et al., 1981). El poder antigénico de la molécula de miosina
posibilitd la incorporacién de técnicas inmunohistoquimicas, mucho més especificas,

al estudio del musculo esquelético (Figuras 11y 12).

Las cadenas pesadas de miosina determinan la proporcion de reacciones de
sobrecruzamiento con los filamentos de actina y, por tanto, la velocidad de
acortamiento muscular (Reiser et al.*, 1985). También controlan la sensibilidad, en
las variaciones de pH, de la reaccion de rotura de la molécula de ATP por la
mATPasa. Son pues las responsables de la intensidad de la tincion histoquimica a
diversos pH, tal y como se ve con el procedimiento propuesto por Brooke y Kaiser
(1970). Es decir, se comprobd que el grado de tincion mediante la técnica de la
mATPasa, con variaciones de pH, estaba relacionado con el tipo y la cantidad de
isoforma de miosina que presentaba la fibra (Staron y Pette, 1986, 1987a, b; Termin
et al., 1989). Los miocitos que tenian actividades diferentes frente a la mATPasa,

contenian distintos isomeros de la molécula de miosina (Weeds, 1980).

Las isoformas de miosina se distribuian de distinta manera, segun el tipo de
fibra analizado. En primer lugar, tras la aplicacion de anticuerpos monoclonales, se

identificaron las miosinas existentes en los tipos fibrilares descritos mediante

3 Autores citados por Dubowitz (1985)
* Autores citados por McComas (1996)
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Figura 11. Seccién transversal del . recto dorsal del perro. Aplicacién del anticuerpo “Anti-
Myosin Skeletal Slow”. Marca exclusivamente de tonalidad marrén las fibras que contienen

MyHC-I.
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Figura 12. Seccidn transversal del m. recto dorsal del perro. Aplicacién del anticuerpo “Anti-
Myosin Skeletal Fast”. Marca con un tono marrén todas las fibras que contienen MyHC-I1,
independientemente del subtipo fibrilar de que se trate.
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técnicas histoquimicas. Asi, en las fibras tipo I y tipo II se encontraron una miosina
tipo lento o “slow-twitch” (MyHC-I) y dos miosinas de tipo rapido o “fast-twitch”,
MyHC-IIa y MyHC-IIb. Estudios que combinaron anticuerpos monoclonales con
preincubaciones a distintos pH (&cidos y alcalinos) para la técnica de la mATPasa,
permitieron localizar, en algunas especies de mamiferos (cobaya, conejo, rata, raton),
un nuevo tipo de fibra rapida constituida por una cadena rapida de miosina diferente
(MyHC-IIx), que fue denominada tipo IIX (Schiaffino et al., 1989 y Gorza, 1990) o
tipo IID (Hédmaélédinen y Pette, 1993). Este nuevo tipo fibrilar, descubierto gracias a
la inmunohistoquimica, presentaba caracteristicas que la situaban entre las de las
fibras tipos IIA y IIB, respecto a los enzimas oxidativos (Schiaffino et al., 1986;
Schiaffino et al., 1989), la actividad frente a la mATPasa (Gorza, 1990), la
resistencia a la fatiga (Larsson et al., 1991) y la velocidad de contraccion (Botinelli et
al., 1994). Estos ultimos autores demostraron que los dos tipos principales de cadena
de miosina tenian un papel fundamental en las propiedades contractiles del musculo.
Por ultimo, se comprobd que este nuevo tipo de miosina se correspondia con la
encontrada mediante técnicas electroforéticas (Bér y Pette, 1988; Termin et al., 1989;
Aigner et al., 1993) en estudios sobre el musculo de rata y conejo, y que habia sido

denominada como tipo IID.

El aumento de la resolucion y el refinamiento de las técnicas empleadas
permitieron descubrir nuevas isoformas de cadenas pesadas y ligeras de miosina en
el musculo esquelético de los mamiferos domésticos. En concreto, se encontraron
dos tipos diferentes de miosina lenta, denominadas “slow-twitch” y “slow-tonic” o
“tonico-lenta” en los musculos de aves, reptiles, peces, anfibios y también en los
musculos extraoculares de los mamiferos (Ovalle, 1978; Pierobon-Bormioli et al.,
1979, 1980; Franzini-Armstrong, 1984; Sartore et al., 1987). Por su parte, Narusawa
et al. (1987) describieron dos tipos de miosina en el musculo cardiaco, atrial y
ventricular, aunque estudios posteriores (Schiaffino y Reggiani, 1996) las
resumieron en un solo tipo, la atrial. Asimismo, dos tipos de miosina se demostraron
durante el desarrollo prenatal: miosinas embrionaria y neonatal (Whalen et al.,
1981). Un tipo de fibra rapida especial se identifico en los musculos de los miembros

del perro (fibras tipo IIDOG) (Snow et al., 1982), que no se correspondia con las
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clasicas fibras IIB glucoliticas, y que poseia una marcada actividad oxidativa y unas
caracteristicas inmunohistoquimicas y mATP4asicas que las hacian diferentes de las
fibras IIA. Posteriormente, se describieron miosinas rapidas en determinados
musculos esqueléticos especializados como los masticadores (fibras tipo IIM),
musculos estriados del esofago (fibras tipo IIOES) y musculos del globo ocular
(fibras tipo IIEO) (Wieczorek et al., 1985; Sartore et al., 1987). En definitiva, tal y
como propusieron Mascarello et al. (1986), un amplio rango de fibras de contraccion
rapida con diferentes isoformas de miosina, que podrian ser una respuesta del
musculo a la diversidad y variedad funcional del mismo. Por otra parte, se establecio
la diferenciacion entre las fibras que contenian exclusivamente un determinado tipo
de miosina, fibras “puras”, en contraposicion a las denominadas fibras “hibridas”
que coexpresaban mas de un tipo de cadena pesada de miosina (Danieli-Betto et al.,
1986; Biral et al., 1988; Gorza, 1990; Lefaucheaur et al., 1998). En este sentido,
Staron 'y Pette (1987a, b), combinando técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas, advirtieron que el tipo fibrilar histoquimico IIC coexpresaba
las miosinas MyHC-1 y MyHC-IIa, en tanto que Schiaffino et al. (1986) también
encontraron miosinas embrionaria y neonatal (descritas por Whalen et al., 1981) en
la composicion de esta fibra. Termin et al. (1989), detectaron fibras “hibridas” en
estudios sobre musculos sometidos a estimulaciones cronicas de baja frecuencia, que
conseguian la transformacion de musculos rapidos en musculo lentos. Este hecho
indicaria la presencia de grupos estables de este tipo fibrilar en musculos “normales”
(no sometidos a estimulaciones artificiales), lo que denotaria, en consonancia con lo
expresado por Mascarello et al. (1986), las necesidades de transformacién muscular

para poder adaptarse continuamente a diferentes demandas funcionales.

En 1994, Smerdu et al. localizaron la miosina MyHC-IIx, observada con
anterioridad en pequefios mamiferos, al estudiar musculos de la especie humana.
Serrano et al. (1996) la hallaron en el caballo y Lefaucheaur et al. (1998, 2002) en el
cerdo. Estos ultimos autores, indicaron también la presencia de cuatro isoformas
adultas de MyHC descritas por Chang y Fernandez (1997), asi como la existencia de
un 25% de fibras hibridas tipo IIX/IIB en el musculo longisimo de dicha especie.

Otros autores que llegaron a los mismos resultados fueron Chang et al. (2003) y
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Toniolo et al. (2004). Por su parte, Gil et al. (2001a) localizaron histoquimicamente
un tipo de fibra en el cerdo que podria corresponderse con las referidas I1X. Las
conclusiones a las que llegaron Lefaucheur et al. (2002) y Toniolo et al. (2004)
fueron que las fibras que habian sido catalogadas como tipo IIB, mediante la técnica
histoquimica de la mATPasa, serian en realidad una poblacion heterogénea integrada

por fibras “puras” tipo IIX y IIB y fibras “hibridas” tipo IIBX y tipo ITAX.

En resumen, hasta la fecha, nueve isoformas de MyHC han sido descritas en

el tejido muscular de los mamiferos (Schiaffino y Reggiani, 1996):

Dos isoformas que aparecen durante el desarrollo del tejido muscular

(embrionaria y neonatal).

Cuatro isoformas del tejido muscular esquelético adulto (B/lenta o

tipo I, y répidas tipo 2A, 2B y 2X 0 2D).

Una isoforma especifica del musculo cardiaco (atrial o ¢ a-

cardiaca).

Una isoforma especifica de los musculos extraoculares (isoforma

EO).

Una isoforma especifica de los miisculos masticadores (isoforma M).

IL3. TIPOS DE FIBRAS Y FUNCION MUSCULAR

Durante todos estos afos, los estudios tendentes a dilucidar y clasificar, en
base a criterios y metodologias diversas, las distintas fibras musculares siempre han
tratado de relacionar el tipo de fibra con algin aspecto funcional del musculo
esquelético. El primer término acuiado en los libros de texto generalistas, intentando

comprender la entidad muscular como un todo, fue el de “mosaico fibrilar”. Es
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decir, los distintos miocitos de los mamiferos no tenian por qué estar necesariamente
agrupados, sino que se encontraban entremezclados de forma mas o menos
homogénea. Guth y Yellin® (1971), concluyeron que las fibras musculares
experimentaban una alteracion continua durante toda su vida como adaptacion a
demandas funcionales cambiantes y que el “tipo de fibra”, en definitiva, reflejaba
exclusivamente su constitucion en un momento determinado. En esta linea de
pensamiento, para algunos investigadores la categorizacion histoquimica de las fibras
musculares por cualquier método era simplemente una subdivision util, aunque
artificial, de una variable continua (Billeter et al.>, 1980; Hintz et al.”, 1980). Dicho
en otros términos, las clasificaciones fibrilares simplificaban la realidad, sobre todo
al considerar la capacidad de la fibra para adaptarse al trabajo muscular requerido en
cada situacion. En este sentido, Pette y Staron (1988) propusieron la hipdtesis de la
“plasticidad muscular”, que reflejaba lo expuesto por los anteriores autores.
Asimismo, Chang et al. (2003), al estudiar el musculo del cerdo, expusieron que no
deberia asumirse que un mismo tipo de fibra identificado en distintos musculos o en
razas porcinas diferentes tuviera propiedades bioquimicas, biofisicas o funcionales

idénticas.

Respecto a la asociacion entre tipo de miocito y funcidon muscular, Schiaffino
et al. (1970) indicaron que las clasificaciones musculares debian tener en cuenta
diversos aspectos. Entre ellos los histoquimicos, funcionales y morfologicos,
sefialando, por otro lado, que la estructura de la fibra muscular resultaba de la
expresion de dos parametros funcionales, velocidad de contraccion y resistencia a

la fatiga.

La velocidad de contraccion esta relacionada directamente con la actividad
fibrilar frente a la mATPasa (Bardny, 1967), determinada mediante técnicas
histoquimicas (Guth y Samaha, 1969; Brooke y Kaiser, 1970). Se comprob6 asi que
las fibras tipo I, con baja actividad mATPasa a preincubaciones alcalinas de pH, eran

de contraccion lenta, mientras que las fibras tipo II, con alta actividad frente a la

> Autores citados por Swatland (1984)
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mATPasa a pH alcalinos, eran de contraccion rdpida. La resistencia a la fatiga, en
cambio, depende de la capacidad oxidativa del musculo y de la presencia de
glucogeno. De hecho, en base a técnicas de deplecion de glucogeno (estimulaciones
repetidas a diversas frecuencias de determinadas neuronas motoras), se confirmo que
los miocitos que integraban una unidad motora poseian unas caracteristicas
histoquimicas uniformes (Kugelberg y Edstrom, 1968; Burke et al., 1971, 1973 y
1974), siendo mas resistentes las fibras con mayor capacidad oxidativa y menor

cantidad de glucogeno intracelular.

Burke et al. (1971, 1973), en estudios sobre el musculo gastronemio del gato,
clasificaron las fibras segin su velocidad de contraccion y resistencia a la fatiga en

tres tipos de unidades motoras principales:

Unidad motora tipo S. Integrada por fibras musculares con actividad
mATPasa baja (4cido-resistente y alcalino-labil) y un alto metabolismo oxidativo
(fuerte reaccion frente a la NADH-TR). Se trata de fibras de contraccion lenta y
resistentes a la fatiga, capacitadas para una actividad sostenida durante largos
periodos de tiempo. En base a ello, se concluyd que dichas unidades motoras
intervenian en funciones posturales o de aplomo. Asimismo, se precisé que no
desarrollaban una fuerza excesiva y eran muy eficientes desde el punto de vista
energético. Histoquimicamente se correspondian con las fibras descritas en otros

trabajos como tipos I, ST (“slow-twitch”) o SO (“slow-oxidative”).

Unidad motora tipo FR. Constituida por fibras con metabolismo
oxidativo y glucolitico y, ademas, una alta actividad frente a la mATPasa (acido—
1abil y alcalino-resistente). Estas fibras son resistentes a la fatiga, como las que
integran la unidad motora tipo S, pero de contraccion rapida. Son muy eficaces en
movimientos que implican acortamiento muscular. Histoquimicamente se
correspondian a las fibras musculares denominadas por otros autores como tipos IIA,

FOR (“fast-oxidative-red”) o FOG (“fast-oxidative-glycolytic”).
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Unidad motora tipo FF. Sus fibras tienen basicamente un
metabolismo glucolitico y una alta actividad frente a la mATPasa (4cido-resistente a
pH 4,6, acido-labil a pH 4,3 y alcalino-estable). Son las fibras de mayor tamafio, se
contraen rapidamente y con la misma rapidez se fatigan, por lo que son ineficaces
desde el punto de vista energético. Se relacionan con movimientos rapidos y
vigorosos. Histoquimicamente se correspondian con las fibras tipos IIB o FG (“fast-

glycolytic”).

Junto a estos tres tipos de unidad motora, Larsson et al. (1991), y
posteriormente Botinelli et al. (1994), propusieron un cuarto tipo integrado por fibras
resistentes a la fatiga y de contraccion rapida con maxima velocidad de acortamiento,
fibras que histoquimicamente se correspondian con los tipos IIX o IID. No obstante,
excepto estas dos referencias bibliograficas, no tenemos constancia de mas
publicaciones en las que se refiera o se le de una denominacidon especifica a este

ultimo grupo.

IL.4. TIPOS DE FIBRAS EN EL MUSCULO ESQUELETICO DEL
PERRO

La mayoria de los estudios realizados sobre la musculatura esquelética del
perro se han centrado en entidades musculares del tronco y de los miembros. Los
primeros trabajos se basaron casi exclusivamente en la actividad de sus fibras frente
a reacciones histoquimicas, principalmente ante la mATPasa. Sin embargo, sus
resultados no pudieron establecer clara y definitivamente la catalogacion de los
miocitos en esta especie. Las controversias surgieron al intentar verificar la
existencia de fibras IIB. Mientras que las fibras tipo I y tipo II pudieron ser
facilmente identificadas, la diferenciacion de las subclases de fibras tipo II resulto
bastante problematica. Asi, mientras autores como Braund et al. (1978), Braund y
Lincoln (1981), Braund et al. (1982), Cardinet et al. (1982), Green et al. (1982),
Snow et al. (1982), Rodriguez Barbudo et al. (1983), Martinez Lopez (1987) y

Braund (1989) no lograron diferenciar las fibras tipo IIB, en base a la reaccion
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mATPasa, si que distinguieron las fibras tipo IIA y IIC. Otros autores, por el
contrario, tales como Castle y Reyman (1984), Gil (1986), Moreno (1986), Gil et al.
(1987a, b) y Diz (1987) identificaron los cuatro tipos fibrilares descritos en otras
especies, denominandolos segin los criterios establecidos por Brooke y Kaiser
(1970), como fibras tipos I, IIA, IIB y IIC. Frente a estos resultados, y haciendo
modificaciones a la técnica mATPasa (por ejemplo, fijaciones previas de las
secciones musculares con formaldehido, control riguroso de los medios y tiempos de
preincubacion acidos o preincubaciones en medios con cobre), Trevino et al. (1973),
Gollnick et al. (1983) y Matoba et al. (1985) consiguieron diferenciar tres
subpoblaciones dentro de las fibras tipo II, aunque las denominaron de otra manera,

en este caso tipo 11A1, ITA2 y ITA3.

Respecto al potencial oxidativo de los miocitos de los musculos del perro, al
aplicar las técnicas de NADH-TR y SDH, numerosos autores observaron que todas
las fibras musculares descritas poseian una alta actividad (Maxwell et al., 1977,
Gunn, 1978; Mascarello y Veggetti, 1979; Braund et al., 1982; Armstrong et al.,
1982; Gil, 1986). En este sentido, y aunque algunos trabajos demostraron una baja
capacidad oxidativa de las fibras tipo II, siempre fue mayor que la observada para
este tipo fibrilar en otras especies (Guy y Snow, 1981; McConathy et al., 1983;
Latorre et al., 1993b). En definitiva, que los datos publicados sobre las propiedades
metabolicas de los miocitos eran también controvertidos, si bien la mayor parte de
los estudios concluyeron que todas las fibras tipo II eran moderada o altamente

oxidativas.

De los trabajos referidos en este apartado, destacar el de Snow et al. (1982).
Dichos autores combinaron la técnica mATPasa, a distintas preincubaciones acidas y
alcalinas, con técnicas inmunohistoquimicas mediante anticuerpos especificos para
las miosinas Ila y IIb. Lograron identificar dos poblaciones de fibras tipo II, una de
ellas que se correspondia con las fibras tipo IIA descritas en otras especies y, otra
poblacion, que no respondia a ninguno de los pardmetros definidos para el resto de

ibras tipo escritas. Sugirieron que no existian como tales las “clasicas” fibras
fibras t IId tas. S t tales las “cl ” fib
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tipo IIB en la especie canina, sino que habia un tipo nuevo, exclusivo del perro, con

una miosina especifica y una alta capacidad oxidativa.

Mencion aparte merece también el trabajo de Mascarello et al. (1982),
quienes al estudiar los tipos fibrilares, mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas, del musculo tensor del timpano del perro y gato descubrieron
la presencia de fibras tipos IIM y “tonico-lentas” en una alta proporcidn, asi como
algunas fibras tipo I; no observando, por el contrario, las tipo IIA y IIB. Los dos
primeros tipos fibrilares son muy poco frecuentes en mamiferos. Las fibras 1IM
solamente habian sido descritas en musculos masticadores (Bosley y Rowlerson,
1980; Rowlerson et al., 1981), en tanto que las fibras “tonico-lentas” (diferentes a las
tipo I clésicas) lo habian sido en los musculos extraoculares (Hess y Pilar, 1963;
Miller, 1967; Harker, 1972; Peachey et al., 1974; Pierobon-Bormioli, 1979, 1980).
Mascarello et al. (1982) comprobaron una correlacion elevada entre las técnicas
histoquimicas y la inmunohistoquimica basada en anticuerpos especificos frente a
cadenas pesadas de miosina. Sin embargo, no pudieron explicar el motivo de estas
peculiaridades fibrilares, aunque hipotetizaron que tal vez su mayor agudeza auditiva

podria relacionarse con esta composicion tan particular.

Latorre et al. (1993b) utilizando la metodologia propuesta por Snow et al.
(1982) en cuanto a la determinacion de la actividad mATPasa de las fibras, y
realizando modificaciones (Gil, 1986) a la técnica descrita por Dubowitz y Brooke
(1973), detectaron en el musculo semitendinoso del perro los tipos fibrilares I, I1A y
IIC, asi como un tipo de fibra II con parecidas caracteristicas a las fibras I[IB de la
rata. Para ello, el musculo tibial craneal de esta especie se utilizd como control,
detectandose los tipos de fibras I, IIA, 1IB, IIC y IIX. Acorde con los criterios
establecidos por Snow et al. (1982), propusieron que este nuevo tipo fibrilar debia ser
denominado como fibra tipo II propia del perro. Asimismo, concluyeron que su
diferenciacion optima se obtenia con preincubaciones alcalinas a pH 10,4, ya que en
determinados medios acidos las fibras tipo IIA se tefitan de forma diferente a como la

hacian en otras especies.
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Amann et al. (1993) realizaron un estudio histoquimico de la actividad fibrilar
mATPasa y de la capacidad oxidativa con la NADH-TR en los musculos gracilis,
recto femoral y triceps braquial en perros y hurones. En los primeros detectaron los
subtipos IIA y IIC, pero no el suptipo IIB, si bien comentaron la subjetividad de la
tincion de la mATPasa y la dificultad para la comparacion interespecifica con dicha
técnica. Asimismo, apuntaron la necesidad de aplicar técnicas electroforéticas y de
inmunomarcado para poder tipificar de forma resolutiva los miocitos de los musculos

esqueléticos caninos.

A pesar de los numerosos estudios histoquimicos publicados, apenas si
existian datos conclusivos sobre el patrén de expresion de las isoformas MyHC en
las fibras de los musculos del tronco y miembros del perro. La generalizacion en el
empleo y la estandarizacion de las técnicas inmunohistoquimicas, en esta como en
otras especies algunos afios después, supuso un gran avance para la determinacion
fibrilar de los miocitos caninos. Amann y Fraga en 1992, y posteriormente Zhang et
al. en 1996, caracterizaron tres isoformas en los musculos del perro, no mediante
técnicas de inmunomarcado sino con la técnica de la electroforesis en gel de dodecil
sulfato sddico (SDS) de poliacrilamida. Sugirieron que, de acuerdo a la movilidad en
el gel, las bandas MyHC de los perros se correspondian con la MyHC-I, MyHC-Ila y
MyHC-IIx de las ratas. Afios después, Strbenc et al. (2004) demostraron
inmunohistoquimicamente, por vez primera, el patron de expresion de las isoformas
MyHC en diversos musculos apendiculares y del tronco de la especie canina. Segin
estos autores, que combinaron los anticuerpos monoclonales, especificos para otras
especies, con las clasicas técnicas histoquimicas de mATPasa, SDH y a-
glicerolfosfato deshidrogenasa (a-GPDH) determinantes de la actividad metabodlica
fibrilar, en el perro se expresaban tres isoformas MyHC: MyHC-I, MyHC-Ila y
MyHC-IIx. De estas tres isoformas, slamente existian dos puras, la lenta MyHC-1 y
la rapida MyHC-Ila, que se correspondian con las fibras tipo I y IIA demostradas
histoquimicamente, y una isoforma hibrida que podia coexpresar las isoformas
MyHC-I/I1a (tipo IIC histoquimico) o la isoforma MyHC-Ila/x que se comportaba
histoquimicamente como las fibras II propias del perro, descritas por Latorre et al.

(1993a, b, c). Respecto al perfil metabdlico, advirtieron que las fibras rapidas
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manifestaban principalmente un metabolismo oxidativo-glucolitico, mientras que las
fibras lentas eran marcadamente oxidativas. Ademds, sugirieron que las
discrepancias al clasificar los miocitos mediante técnicas histoquimicas en el perro se
debian al contenido variable de isoformas MyHC-Ila y MyHC-IIx en las fibras
hibridas MyHC-Ila/x, y a la deficiente resolucion de esta metodologia para separar

objetivamente las mismas.

Smerdu et al. (2005) publicaron un articulo sobre los musculos apendiculares
del perro en la linea del de Strbenc et al. (2004), completando las citadas técnicas
histoquimicas e inmunohistoquimicas con la electroforesis en gel de poliacrilamida y
el inmunomarcado. Confirmaron la existencia de las isoformas MyHC-1, MyHC-Ila
y MyHC-IIx, ademas de las formas hibridas MyHC-I/Ila y MyHC-Ila/x. La isoforma
MyHC-IIb, detectada en otras especies, no la adviertieron, aunque no excluyeron su
presencia en otros musculos del perro mas especializados y con propiedades de
contraccion mas fasicas (por ejemplo, los musculos laringeos). Concluyeron, por
ultimo, que las fibras tipo II propias del perro (Latorre et al., 1993a, b, c) se
correspondian con las fibras tipo IIX descritas en otras especies, y que la alcalino-
estabilidad y la tincion a pH 4,6 de las fibras tipo IIA en el perro era superior a la de
las fibras tipo IIX. Al contrario de lo que sucede en el resto de mamiferos, donde las
fibras tipo IIA son acido labiles a cualquier rango de pH acido. Estos resultados los
atribuyeron a una mas que probable variacion interespecifica, respecto a las técnicas

histoquimicas de tincion basadas en la reaccion frente a la mATPasa.

Un afio después, Acevedo y Rivero (2006) realizaron una aproximacion
cuantitativa a nivel inmunohistoquimico para caracterizar definitivamente las fibras
hibridas caninas. Analizaron diversos musculos del tronco y miembros del perro
mediante técnicas electroforéticas, histoquimicas, inmunohistoquimicas y de
inmunomarcado, incluido un estudio de las isoformas de la ATPasa-Ca®" del reticulo
sarcoendoplasmico (SERCA), a fin de correlacionar las propiedades contréctiles con
las metabdlicas y morfoldgicas. Los autores refirieron que la histoquimica basada en
la reaccion fibrilar frente a la mATPasa representaba una simplificacion excesiva de

la realidad, ya que con esta técnica existia un amplio espectro de fibras no
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cuantificadas, y dificilmente cuantificables, entre las que se consideraban
visualmente positivas, y las que eran clasificadas como negativas. Indicaron las tres
isoformas ya descritas en publicaciones anteriores (MyHC-I, MyHC-Ila y MyHC-
IIx) que aparecian en estado puro, homologas a las encontradas en otros mamiferos,
y una gran cantidad de isoformas hibridas resultado de la combinacién de las
isoformas anteriores. Por un lado, el tipo lento I con el rapido Ila (MyHC-I/Ila) y,
por otro, los dos subtipos de isoformas tipo II, es decir el tipo Ila con el tipo IIx
(MyHC-IIa/x). En el momento de la tipificacion fibrilar, subdividieron estos dos
tipos hibridos a su vez en MyHC-I/Ilal (denominadas por estos autores como fibras
tipo IC) y MyHC-I/I1a2 (clasificadas como fibras tipo IIC) para la primera isoforma
hibrida, segin predominara el fenotipo I sobre el Ila o viceversa, respectivamente.
Asimismo, catalogaron para la isoforma MyHC-Ila/x tres tipos diferentes: la
isoforma MyHC-Ila/x1 donde prevalecia el fenotipo Ila, la isoforma MyHC-IIa/x2
con un contenido similar en ambas isoformas (Ila y IIx) y la isoforma MyHC-IIa/x3
en la que se encontraba mas cantidad de la isoforma MyHC-IIx. Sin embargo, no
observaron la isoforma MyHC-IIb en los musculos estudiados, aunque precisaron

que para confirmarlo con certeza era necesario un analisis a nivel molecular.

Strbenc et al. en 2006, completaron sus investigaciones sobre las isoformas de
la especie canina en musculos del tronco y miembros. Caracterizaron y describieron
el perfil de las isoformas de miosina de transicion postnatales, mediante anticuerpos
monoclonales especificos y técnicas histoquimicas de estabilidad fibrilar frente a la
mATPasa, complementadas con la determinacion de los perfiles metabdlicos
fibrilares por medio de la SDH y la a-GPDH. En este estudio los autores catalogaron
las isoformas del desarrollo MyHC-emb y MyHC-neo en musculos esqueléticos de
fetos y cachorros. Observaron la MyHC-I en fetos de 55 dias y el declinar de las dos
isoformas del desarrollo, asi como la aparicion de la MyHC-Ila del adulto, a partir de
la segunda y tercera semana del nacimiento. La isoforma MyHC-IIx se evidencid
entre las seis semanas y los dos meses postnatales. Concluyeron que el patron de
desarrollo de los musculos esqueléticos caninos era similar al encontrado en otras
especies, y que el tiempo de maduraciéon muscular dependia de sus funcionalidades

(maduraba primero el diafragma y después los musculos considerados “rapidos”) y
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de la actividad fisica de los cachorros. Hacia las cuatro o seis semanas de edad ya
estaban presentes las isoformas adultas, momento en que los animales solian
destetarse y comenzar a relacionarse con el entorno, habiendo desaparecido
practicamente las isoformas del desarrollo (MyHC-emb y MyHC-neo) a los dos

mescEs.

Por ultimo, referir en este apartado de la Revision Bibliografica, dos trabajos
publicados recientemente por Maccatrozzo et al. (2007) y por Toniolo et al. (2007).
En el primero de ellos secuenciaron de forma completa las diferentes isoformas de
cadena pesada de miosina sarcomérica en el perro. Identificaron las nueve isoformas
MyHC ya descritas en otras especies de mamiferos: la 2A, 2B, 2X (expresadas en los
miocitos de los musculos esqueléticos rapidos adultos), la embrionaria y peri o
neonatal, la EO (especifica de los musculos extraoculares), la f/1 y la a-cardiaca
(isoformas lenta y rapida, respectivamente, de la musculatura cardiaca estriada) y la
isoforma 2M especifica de los musculos mandibulares de determinadas especies,
tales como los carnivoros y algunos primates, exceptuando al hombre. Al comparar
las isoformas MyHC halladas en el perro con las isoformas ortélogas de otras
especies de mamiferos (hombre, cerdo, vaca, caballo, raton, rata, conejo y gato)
observaron una alta similitud entre ellas, tal y como esperaban, superior normalmente
al 94%; mientras que, en general, las isoformas paradlogas expresaban mayores
diferencias, con algunas excepciones. En el trabajo de Toniolo et al. (2007) se
estudiaron los tipos fibrilares de determinados musculos caninos (tronco, miembros,
laringeos y extraoculares) mediante el uso de la expresion de las isoformas de
miosina junto con la electroforesis y la histo e inmunohistoquimica, con el fin de
intentar dilucidar definitivamente determinadas cuestiones planteadas en trabajos
anteriores. Por un lado, si la isoforma MyHC-IIx se correspondia con la que se
denominaba II del perro, tal y como ya propusieron Smerdu et al. (2005). Confirmar
si la presencia abundante de fibras hibridas (Acevedo y Rivero, 2006) era un hecho
cierto o la consecuencia de una especificidad insuficiente de los anticuerpos
monoclonales. Verificar la presencia de fibras con la isoforma MyHC-IIb, y, por
ultimo, realizar un analisis riguroso de las propiedades funcionales de las fibras

sencillas y de las isoformas de miosina purificadas. Observaron las isoformas
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MyHC-I, MyHC-IIa (que era la més abundante) y MyHC-IIx (que se correspondia
con la denominada II propia del perro) en los musculos del tronco y miembros,
mientras que la isoforma MyHC-IIb estaba restringida a los mtisculos extraoculares y
laringeos. Advirtieron la presencia de fibras hibridas con las isoformas de miosina
MyHC-Ila y MyHC-IIx, apareciendo en menor medida la isoforma MyHC-IIx en
estado puro. Relacionaron la velocidad maxima de acortamiento de las fibras
sencillas con la diferente composicion de isoformas de miosina, concluyendo que

aumentaba progresivamente en el orden de I<Ila<IIx<IIb.

En resumen, la tendencia actual consiste en analizar a nivel molecular la
miosina miofibrilar de los musculos estriados. Concretamente, las cadenas pesadas y
sus isémeros, complementando dichos estudios con las técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas, desarrolladas durante los tultimos afios, ya que son las
determinantes de las propiedades contractiles de la molécula de miosina y

consideradas también marcadores moleculares de los tipos de fibras.

IL5. TIPOS DE FIBRAS EN LOS MUSCULOS DEGLUTORES,
MASTICADORES Y FARINGEOS DE MAMIFEROS

Las publicaciones referentes a los tipos de miocitos que conforman estos
musculos no son muy numerosas. Si bien, durante los tltimos afios, debido al auge
de las técnicas inmunohistoquimicas y a la complejidad funcional de los referidos
sistemas neuromusculares, se han abierto nuevas vias de estudio para intentar
clarificar la tipificacion fibrilar de los mismos y relacionarlos con su particular

idiosincrasia.

En 1987, Bonington et al. realizaron un estudio histologico e histoquimico del
musculo cricofaringeo del cobaya. Se trata de un musculo en permanente contraccioén
tonica, excepto durante el vomito, el eructo o la deglucion, y es considerado como el
principal componente del esfinter esofagico superior. Siguiendo los métodos de

clasificacion propuestos por Brooke y Kaiser (1970) y Peter et al. (1972), observaron
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que contenia un 85% de fibras histoquimicamente “rapidas” y un 10% de fibras
“lentas”. Todas las fibras cricofaringeas fueron referidas como oxidativas, teniendo
ademas un 72% de ellas actividad glucolitica. También apreciaron algo menos del
1% de fibras tipo IIC y alrededor de un 5% de fibras que no pudieron clasificar segun
la metodologia aplicada (fibras hibridas). De acuerdo con estos resultados,
concluyeron que este musculo era idoneo para mantener la contraccion tonica y para

desarrollar un papel importante en el esfinter esofagico superior.

Un afio mas tarde, Bonington et al. (1988) publicaron otro estudio sobre el
musculo cricofaringeo en la especie humana. Las fibras que describieron poseian una
capacidad oxidativa alta-intermedia, en consonancia con los hallazgos descritos en el
cobaya, aunque con un predominio del tipo “slow-twitch”, no llegando a explicar la
causa de esta aparente contradiccion entre las dos especies. Estas caracteristicas
indicaban la adaptacion estructural de este musculo para mantener el tono durante
periodos prolongados y realizar su funcion como esfinter en la deglucion, vomito,

eructo y control de la aerofagia.

En 1993, Ibebunjo analizd las propiedades histoquimicas de los musculos que
en la especie caprina contribuian al mantenimiento de la permeabilidad en las vias
respiratorias superiores, aplicando para ello técnicas de mATPasa y de NADH-TR.
Concretamente los musculos geniogloso, genihioideo, lingual propio, estilogloso,
milohioideo, cricoaritenoideo dorsal, aritenoideo transverso, cricotiroideo,
cricoaritenoideo lateral, tiroaritenoideo, hiofaringeo, tirofaringeo y cricofaringeo.
Entre sus conclusiones indicé que los musculos linguales, hioideos y faringeos
poseian los tipos fibrilares I, IIA, 1IB y IIC, como los musculos laringeos, aunque
precisando que en estos ultimos no existia una diferenciacion clara entre los subtipos
ITA y IIB. Segun este autor, las fibras tipo II predominaban en los mtisculos objeto de
estudio y, excepto en el musculo genihioideo, existia una alta proporcion de fibras
tipo IIC. En cuanto a su capacidad oxidativa, Ibebunjo observdé que, aunque
determinados musculos se tifieron de forma débil al enfrentar los miocitos tipo Il a la
NADH-TR, esta reaccidon era mas intensa a la apreciada en los musculos control de

las extremidades. Sugirié que eran musculos de contraccion rapida y relativamente
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resistentes a la fatiga, propiedades ambas consideradas fundamentales para la
funcionalidad de las vias aéreas superiores en cuanto a su proteccion y apertura.
Asimismo, el tamafo de las fibras tipo II era superior al de las fibras tipo I, y el
diametro medio de las fibras menor que el de los musculos de otras regiones. Con
respecto a los musculos individualmente considerados, Ibebunjo advirtié que de los
musculos laringeos, el cricoaritenoideo dorsal y el cricotiroideo poseian una mayor
proporcion de fibras tipo I que el resto, correlacionando este hallazgo con su funcion
como principales abductores de la glotis y tensores de los pliegues vocales. En los
musculos constrictores de la faringe, la composicion en fibras tipo [ y el didmetro
medio de cada tipo de miocito aumentaba de manera progresiva caudalmente, desde
el musculo hiofaringeo al cricofaringeo, en tanto que la composicion en fibras tipo
IIB seguia un orden inverso. Por ultimo, los musculos hioideos y de la lengua,
excepto el musculo genihioideo, contenian una proporcioén relativamente alta de

fibras tipo IIC.

Imamura et al. (1998) publicaron un estudio sobre la distribucion de la
parvoalbiimina en la musculatura del segmento faringo-esofagico del gato, integrado
por los musculos hiofaringeo, tirofaringeo, cricofaringeo y esofagico cervical. La
parvoalbumina, propuesta por Celio y Heizmann en 1982 como técnica sensitiva para
clasificar las fibras musculares en subtipos, es una proteina citosolica ligada al calcio
que se encuentra en un numero limitado de tejidos tales como la musculatura
esquelética, una subpoblacion de neuronas del sistema nervioso central y en las
células de Leydig testiculares (Heizmann y Celio, 1987). Se creia que esta proteina
influia en la velocidad de relajacion muscular (Heizmann et al., 1982), encontrandose
asi altos niveles en las fibras musculares de contraccion rapida (Celio y Heizmann,
1982; Heizmann, 1984; Heizmann y Celio, 1987 y Fchtbauer et al., 1991). Se
observo que el modelo de inmunotincion con parvoalbumina se correlacionaba con la
tipificacion fibrilar histoquimica basada en la reaccion de la mATPasa en estudios
realizados en rata (Heizmann, 1984; Heizmann y Celio, 1987 y Annoh et al., 1995).
Por otra parte, el suero anti-parvoalbiumina permitia tefiir las fibras musculares con al

menos cinco grados de intensidad, correspondientes con las fibras tipo IIB, en tanto
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que las fibras tipo IIA se tefilan moderadamente con tres grados de intensidad y las

fibras tipo I no reaccionaban.

En su estudio Imamura et al. (1998) detectaron cinco intensidades de tincion
en los musculo hiofaringeo y tirofaringeo, correspondientes a los tipos I, IIA y 1IB
clasicos y a los tipos de fibra clasificados como IIX o IID y IIAB. Habia pues una
clara predominancia de las fibras tipo II, hecho en consonancia con las caracteristicas
funcionales de dichos musculos (contracciones rapidas y cortas para encauzar el bolo
alimenticio caudalmente hacia el esofago). En el musculo cricofaringeo
predominaban las fibras tipo I acorde con su funcionalidad, contraido la mayor parte
del tiempo para evitar aerofagias y el reflujo supraesofagico, relajandose
temporalmente unas milésimas de segundo durante la deglucion. Encontraron
también una subpoblacion de fibras tipo II (aproximadamente el 30%), que seria la
responsable de su contraccion rapida tras la deglucion y jugaria un importante papel
en el mantenimiento y refuerzo del cierre del esfinter esofagico superior por medio
de aumentos de presion de corta duracion. La distribucion de los tipos fibrilares en el
musculo esofagico cervical era muy similar a la del musculo cricofaringeo, con un
ligero predominio de las fibras tipo I y menor cantidad de fibras tipo II. Esta
musculatura, en conjunto, aumentaba el porcentaje de fibras tipo I caudalmente desde
los musculos constrictores faringeos mas rostrales hasta el es6fago. En cuanto al
tamafio fibrilar, observaron que las fibras tipo Il eran de mayor tamafio que las tipo I,
aunque no advirtieron un aumento progresivo del didmetro medio fibrilar en

direccion caudal, tal y como Ibebunjo (1993) habia referido en cabras.

En el afio 2001, Mu y Sanders llevaron a cabo un estudio en profundidad del
musculo constrictor faringeo inferior en la especie humana, utilizando, entre otras
técnicas, las histoquimicas de mATPasa, NADH-TR y SDH. Los autores
hipotetizaron que, dado que este musculo tenia importantes funciones en las vias
aéreas superiores durante los mecanismos de deglucidn, respiracion y vocalizacion,
deberia ser estructuralmente complejo. Observaron que se trataba de un musculo
regionalizado, con al menos dos compartimentos, uno rostral y otro caudal cada uno

de ellos inervado por un ramo nervioso independiente derivado del ramo faringeo del
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nervio vago. Asimismo, los tipos fibrilares estaban regionalizados, pudiéndose
diferenciar una zona interna lenta con un predominio de fibras tipo I y una zona
externa rapida con un predominio de fibras tipo II, de dimensiones y composicion
fibrilar diferentes segin el compartimento analizado. Concluyeron que el
compartimento caudal, con una zona interna lenta mas desarrollada que compartia
caracteristicas histoquimicas con el musculo cricofaringeo, contribuia a la
funcionalidad del esfinter esofagico superior. Su adaptacion histoquimica intrinseca
ayudaba a mantener el tono muscular durante periodos prolongados. La gran
poblacion de fibras de contraccion rapida en el compartimento rostral, cuya
proporcion entre la zona interior lenta y la exterior rdpida era inversa a la del
compartimento caudal, seria la responsable de la contraccion enérgica durante el
proceso de deglucion. Ademads, la zona interior lenta de este compartimento
colaboraria a la rigidez y estabilidad del tubo faringeo para mantener la apertura de
las vias aéreas, por lo que podria considerarse “tensor de la pared muscular faringea”.
Su activacion se asociaria al proceso de vocalizaciéon en la especie humana,
mecanismo que requeria ajustes delicados de tension muscular en las paredes

faringeas.

Este mismo afio, Cobos et al. (2001) realizaron un trabajo sobre los tipos de
fibras en los musculos suprahioideos de la rata (milohioideo, genihioideo y vientres
rostral y caudal del digéstrico). Emplearon para ello técnicas histoquimicas
(mATPasa y SDH) e inmunohistoquimicas frente a anticuerpos especificos tales
como NOQ?7.5.4D, A4.951, F8812F8.1 y MY-32. Entre sus hallazgos refirieron la
existencia de cinco tipos de fibras musculares (fibras tipo I, IIC, ITA, IIX y 1IB). De
ellas, los musculos analizados tenian aproximadamente un 90% de fibras de
contraccion rapida, siendo los musculos genihioideo y el vientre rostral del digastrico
los que presentaban mayor porcentaje de fibras tipo IIB. EI musculo milohioideo, en
cambio, estaba integrado casi exclusivamente por fibras aerdbicas y el vientre caudal
del digéstrico poseia un mayor porcentaje de fibras aerobicas que el vientre rostral.
Observaron también una regionalizacion, bastante evidente, en el musculo digastrico.
En el vientre rostral existia una region central compuesta casi exclusivamente por

fibras aerobicas (fibras tipo I y IIC) y una region periférica donde predominaban las
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fibras tipo IIB. En el vientre caudal advirtieron una region profunda aerdbica y una
superficial con fibras tipo IIX y IIB. Los musculos genihioideo y milohioideo
presentaban una distribucion en mosaico, con un mayor porcentaje de fibras tipo [ y
IIC en la zona rostral. Por ultimo, asociaron estos resultados con sus actividades
funcionales, en el sentido de que no intervenian unicamente en la apertura de la
mandibula sino que estaban implicados en la fase de pulverizacion de los alimentos
durante el ciclo masticador. Asimismo, el alto nimero de fibras aerdbicas del
musculo milohioideo podria estar relacionado con su funcion protractora del aparato
hioideo y elevadora del suelo de la cavidad oral, en tanto que la regionalizacion de
los vientres del digastrico tendria relacién con los procesos de cierre y estabilizacion
de la mandibula, fijacion del aparato hioideo y alineamiento de los musculos
suprahioideos anteriores para desplazar este aparato rostralmente durante el proceso

deglutor.

Un afio después, Mu y Sanders (2002) publicaron un estudio sobre los tipos
de fibras en el musculo cricofaringeo de la especie humana, como continuacion del
trabajo llevado a cabo en el afio 2001 sobre el musculo constrictor faringeo inferior
de esta misma especie. Describieron igualmente una division del cricofaringeo en
compartimentos. Uno oblicuo mas cercano al constrictor faringeo inferior y uno
horizontal. A su vez, cada compartimento estaba dividido histoquimicamente en una
capa interna lenta, que tenia mayor grosor en el compartimento horizontal, con un
predominio de fibras tipo I y una capa externa rapida donde predominaban las fibras
tipo II, que estaba mas desarrollada en el compartimento oblicuo. También
advirtieron una mayor actividad metabdlica NADH-TR y SDH en las fibras tipo I
con respecto a las tipo II, y sugirieron que la complejidad y la distribucion tan
peculiar de este misculo se daba exclusivamente en la especie humana, porque su

funcion estaba mas especializada que en otros mamiferos.

Abe et al. (2002) analizaron la musculatura intrinseca de la lengua del raton
adulto mediante técnicas inmunohistoquimicas, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos para los distintos tipos fibrilares, técnicas de reacciones de cadena de

polimerasa (PCR) y electroforesis en gel de agarosa, al objeto de determinar las
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distintas MyHC. Los autores encontraron un predominio de la MyHC-IIb en la
porcion longitudinal dorsal, hipotetizando que ya que esta isoforma era la mas
rapida, contribuiria a la movilidad lingual, dentro y fuera de la cavidad bucal,
sagitalmente. La isoforma MyHC-Ila predominaba en la porcidon transversa de la
musculatura intrinseca de la lengua, en consonancia con la funcionalidad de este

compartimento en la retencion morfoldgica de la misma.

Korfage y Van Eijden (2003) realizaron un estudio comparativo entre las
técnicas inmunohistoquimicas con anticuerpos monoclonales especificos y la
electroforesis en gel, sobre los vientres rostral y caudal del musculo digéstrico de la
especie humana. Concluyeron que con ambas técnicas se obtenian unos resultados
comparables. Hallaron fibras tipos I, ITA y IIX, estas tltimas en mayor proporcion en
el vientre rostral del musculo digastrico, seguido de los tipos I y IIA. En el vientre
caudal, en cambio, el mayor porcentaje correspondia a las fibras tipo IIA, seguido de
las fibras tipo I y de las IIX. Dichos resultados, obtenidos mediante
inmunohistoquimica, se correlacionaban bastante bien con los de electroforesis,
excepto para las fibras tipos IIA y IIX en el vientre rostral del musculo digastrico,
donde se invertian las proporciones de ambos. Estas diferencias las achacaron
basicamente a la presencia de fibras hibridas que coexpresaban mas de una isoforma
MyHC, erroneamente clasificadas por medio de la inmunohistoquimica, incapaz de

detectarlas al no utilizar anticuerpos que pudieran marcarlas.

Rhee et al. (2004) analizaron los tipos fibrilares en algunos musculos
laringeos de la rata. Concretamente, en los musculos intrinsecos cricotiroideo
(inervado por el nervio laringeo craneal) y tiroaritenoideo (inervado por el nervio
laringeo recurrente) mediante técnicas inmunohistoquimicas. Asimismo, evaluaron
las transformaciones que sufrian tras su denervacion y reinervacion. Describieron la
presencia de fibras tipos I, ITA, IIX y IIB en el musculo cricotiroideo, con un mayor
porcentaje de fibras tipo IIX, seguido de los tipos I, IIA y IIB. Es decir, observaron
idénticos tipos fibrilares a los descritos en musculos apendiculares. EI musculo
tiroaritenoideo estaba dividido en dos porciones o compartimentos: por un lado, uno

vocal, relacionado con el ligamento vocal y, por otro, una porciéon externa que
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representaba el grueso de dicho musculo. La porcién vocal, a su vez, estaba
subdividida en dos zonas: rostral y caudal. La composicion en tipos de fibras variaba
significativamente respecto al primer musculo estudiado. Concretamente, no
aparecieron fibras tipos I y IIA en los compartimentos del musculo tiroaritenoideo.
En la porcidon externa unicamente se encontraron fibras hibridas tipo IIB/EO,
mientras que en la zona rostral de la porcion vocal aparecieron fibras hibridas tipo
IIB/EO en mayor porcentaje, seguido de las fibras tipo 11X, como componentes
principales. También describieron fibras hibridas I1X/B, fibras tipos IIB, EO y fibras
tipo IIX/B/EO. En la zona caudal detectaron los mismos tipos fibrilares que en la
zona rostral, pero mayoritariamente fibras 11X y IIB/EO (estas tltimas en menor
cantidad). La denervacidon y reinervacion se practico sobre el nervio laringeo
recurrente, observandose los cambios acaecidos en los tipos fibrilares del musculo
tiroaritenoideo, que fueron aparentes al cabo de unas semanas. En concreto, se
produjo un aumento de las fibras tipo IIX y una disminucién de los tipos IIB y EO.
Tras estos hallazgos, concluyeron que tanto el musculo cricotiroideo como el
tiroaritenoideo eran alotipicamente diferentes, y que las fibras musculares laringeas

estaban sujetas a regulacion neuronal.

Sundman et al. publicaron en 2004 un trabajo sobre los tipos fibrilares de los
musculos cricofaringeo y constrictor faringeo en la especie humana, aplicando
inmunohistoquimica, con anticuerpos especificos frente a las cadenas pesadas de
miosina lenta y rdpida, y técnicas histoquimicas de mATPasa y de NADH-TR.
Trataban de dilucidar la diferente respuesta farmacologica de estos musculos a la
accion de los bloqueantes neuromusculares. Hallaron seis patrones diferentes de
tincion en ambos musculos, pero con una gran variabilidad interindividual.
Asimismo, observaron una composicion similar en ambos musculos y un alto
porcentaje de fibras hibridas, no pudiendo diferenciar los compartimentos que Mu y
Sanders (2001) habian referido en el musculo constrictor faringeo. Concluyeron que
la diferente respuesta de ambos musculos a la accion de los farmacos bloqueantes
neuromusculares se debia mas a la diferencia de tamafio fibrilar (menor tamafo de

las fibras del musculo cricofaringeo) que a la composicion fibrilar.
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Por ultimo resefiamos dos articulos recientes publicados por Mu et al. (2007a,
b) en los que se analizaron los musculos que conformaban el esfinter esofagico
superior de la especie humana, profundizando en una de las publicaciones en la
composicion fibrilar del musculo cricofaringeo. Emplearon una combinacion de
anticuerpos monoclonales, inmunofluorescencia e inmunomarcado electroforético.
Segun estos autores, en el esfinter esofagico superior aparecian unas isoformas de
miosina inusuales (“tonico-lenta”, o-cardiaca, embrionaria y neonatal) que se
coexpresaban con isoformas principales (MyHC-I, MyHC-Ila, y MyHC-IIx).
Describieron a su vez la aparicion de dos capas en todos los musculos o porciones
musculares que conformaban este esfinter: una capa interna con un predominio de
fibras lentas, que se coexpresaban con las isoformas “tonico-lenta” y a-cardiaca; una
capa externa, de mayor cantidad de fibras répidas tipo II, con la que se coexpresaban
las isoformas neonatal y embrionaria. Advirtieron también la presencia de otros tipos
fibrilares hibridos que contenian hasta seis isoformas MyHC diferentes, y escasa
cantidad de miocitos puros. Sospecharon que esta complejidad era debida a sus

requerimientos funcionales.

IL6. TIPOS DE FIBRAS EN LOS MUSCULOS DEGLUTORES,
MASTICADORES Y FARINGEOS DE LA ESPECIE CANINA

Ryu (1981) analizd histoquimicamente la porcion proximal del tracto
alimentario en el perro, observando que el musculo cricofaringeo presentaba,
aproximadamente, un 57% de fibras musculares tipo I, con una alta capacidad
oxidativa frente a la NADH-TR y la SDH. Las restantes fibras eran tipo II con una
demostrada baja capacidad oxidativa. El musculo tirofaringeo y los musculos
esofagicos superiores presentaban un 20% y un 16%, respectivamente, de fibras tipo
I. El autor concluy6 que el predominio de fibras tipo I en el musculo cricofaringeo se

debia a su importante papel funcional.

Rowlerson et al. (1983) analizaron la composicion fibrilar de los musculos

derivados del primer arco branquial en carnivoros y primates (musculos masetero,
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temporal, terigoideos medial y lateral, tensor del velo palatino, tensor del timpano,
vientre rostral del musculo digastrico y milohioideo), en base a que estudios previos
(Mascarello et al., 1982) ya habian observado, en alguno de ellos, un patrén fibrilar
bastante peculiar respecto a los musculos del tronco y miembros, asi como a los de
otras especies. Aplicando técnicas histoquimicas tradicionales e inmunohistoquimica
con anticuerpos especificos para las distintas cadenas de miosina, describieron su
composicion fibrilar. En los musculos masetero, temporal y terigoideo medial, asi
como en el terigoideo lateral, tensor del timpano y tensor del velo palatino del perro
predominaban las fibras tipo IIM, encontrandose, ademas, sdlamente fibras tipos [ y
“tonico-lentas”, ya descritas por Mascarello et al. (1982). Todas estas fibras poseian
una actividad moderada frente a la SDH. En los mtisculo milohioideo y en el vientre
rostral del digastrico no observaron fibras tipo IIM, apareciendo, en cambio, fibras
tipos I y ITA oxidativas. Es decir, una composicion similar al de los miisculos control
(musculos de los miembros), y presentes de forma constante en todas las especies
objeto de estudio. Lo expuesto refleja probablemente el hecho, en lo que respecta al
musculo milohioideo, de que no estd implicado directamente en la masticacion y si
en la deglucion, mecanismo muy parecido en todas las especies. En cambio, el
vientre rostral del musculo digastrico resultaba mas variable, probablemente porque
su funcion difiere segun la especie. En los carnivoros interviene basicamente en la
depresion mandibular, mientras que en los primates también lo hace en la elevacion
del aparato hioideo; esto es, estd implicado en el mecanismo de la deglucion. Los
autores concluyeron que las fibras tipo IIM no podian diferenciarse con fiabilidad
utilizando exclusivamente técnicas histoquimicas tradicionales, ya que era facil
confundirlas con el tipo IIC detectado con la mATPasa a diversos pH. No existia por
entonces estudio alguno que describiera su actividad oxidativa, evidenciando
Rowlerson et al. (1983) una gran variabilidad interespecifica al compararla con la de
otros tipos fibrilares presentes en los musculos control. Hipotetizaron también que
esta composicion, tan singular en cuanto a tipos de fibras en los musculos
masticadores, podria tener relacion con el particular tipo de mordisco agresivo, mas

que con su origen filogenético.
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En 1998, Mu y Sanders publicaron un trabajo sobre el musculo genihioideo
del perro. Se trata de un musculo dilatador de la faringe que adquiere gran relevancia
en la deglucion, al ser una de las entidades musculares suprahioideas encargadas de
desplazar el aparato hioideo durante la misma, asi como en la masticacion y
respiracion. Aplicaron diversas técnicas, entre ellas las técnicas histoquimicas
clasicas de tipificacion fibrilar, adviertiendo una division en compartimentos
musculares con diferente inervacion y composicion fibrilar. Comprobaron, que a
pesar de que macroscopicamente parecia un musculo sencillo, tenia dos
compartimentos, dispuestos en serie y separados estructuralmente por un septo
fibroso transversal: compartimentos rostral y caudal. El compartimento rostral
recibia una inervacion bilateral, mientras que la del caudal era ipsilateral, con
terminaciones independientes derivadas del nervio hipogloso. Asimismo, la
proporcion de fibras tipo I respecto a las tipo II era muy superior en el
compartimento rostral. Hipotetizaron que esta distribucion podria hacer que el
musculo funcionara independientemente bajo diferentes condiciones fisioldgicas.
Concretamente, el compartimento rostral, al poseer fibras musculares de contraccion
lenta resistentes a la fatiga, podria estar implicado principalmente en procesos
respiratorios durante la fase de inspiracion. Por su parte, el compartimento caudal se
activaria basicamente durante la deglucion, al tratarse de un mecanismo que requiere
movimientos mediante fibras de contraccion mas rapida, menos relevante su

fatigabilidad para el resultado funcional.

Wu et al. (1998) realizaron un estudio sobre los tipos fibrilares del musculo
cricoaritenoideo lateral del perro por medio de técnicas inmunohistoquimicas, de
electroforesis y “western blot”. Catalogaron el musculo como rapido, con un alto
porcentaje de fibras hibridas (41%), entre las que destacaba mayoritariamente el tipo
IHA/IIX, seguido del tipo IIA/I y el tipo IIA/IIX/I. Entre las fibras puras, las fibras
tipo IIA estaban en un alto porcentaje (71,3%), seguidas de los tipos I, IIX y IIB.
Habia un nimero elevado de fibras tipo 11X, pero casi totalmente de forma hibrida y

en muy pequefia proporcion expresadas individualmente (10,4%).
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Este mismo afio, Hyodo et al. (1998) analizaron la musculatura constrictora
faringea inferior del perro (musculos tirofaringeo y cricofaringeo) que tienen un
papel importante durante la deglucion. Emplearon para ello técnicas histoquimicas
clasicas (reaccion mATPasa), observando un predominio de las fibras tipo II,
concretamente del tipo IIB, en el musculo tirofaringeo. En el musculo cricofaringeo
predominaban las fibras tipo I, en consonancia con los hallazgos de Ryu (1981), asi
como un mayor porcentaje de fibras tipo IIC. La proporcion entre las fibras tipos I y
I era aproximadamente inversa entre ellos. Los autores indicaron que la
composicion fibrilar del musculo tirofaringeo era la idoénea para su funcion de
conduccion del bolo alimenticio hacia el esdfago. Igualmente concluyeron que el
predominio de las fibras tipo I en el musculo cricofaringeo suponia una gran ventaja
para mantener la contraccion tonica sostenida de este musculo en los periodos de
descanso, ejerciendo de “abrazadera” esofagica superior. La menor proporcion de
fibras tipo II en este Gltimo musculo contribuiria a mantener el cierre del esfinter,
aumentando la presion nuevamente por un corto periodo de tiempo durante la
inspiracion o el vomito. Sin embargo, no definieron un limite histoquimico evidente
entre ambos musculos, indicativo de que los limites funcionales entre ellos podrian
ser también indistintos. En cuanto al contenido de fibras tipo IIC, el hecho de que el
musculo cricofaringeo mostrara un mayor niimero de ellas (debido a un alto grado de
diferenciacion fibrilar o a una gran capacidad de regeneracion), ayudaria a mantener

con precision su funcion reguladora como esfinter faringo-esofagico.

Un afio después, en 1999, Hyodo et al. profundizaron en el analisis fibrilar de
la musculatura constrictora faringea inferior del perro. Llevaron a cabo un trabajo
sobre los cambios postnatales en la tipologia de sus fibras mediante la técnica
mATPasa. Intentaron comprender el desarrollo funcional de los musculos implicados
en la deglucidn, al ser éste un mecanismo rudimentario en edades postnatales con el
consiguiente aumento de las aspiraciones, vomitos y eructos, y que madura a lo largo
del desarrollo del animal. Observaron que las fibras tipo I estaban ya presentes en la
primera semana postnatal. En el musculo cricofaringeo, que presentaba en el adulto
un predominio de fibras tipo I, aumentaba inicialmente el porcentaje de fibras tipo

ITA+IIB y disminuia el porcentaje de fibras tipo IIC. Dichas fibras, en una alta
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proporcion en el feto y recién nacido, eran consideradas primitivas. No participaban
de ninguna de las propiedades fisiologicas de las fibras IIA o IIB del adulto y se
diferenciaban posteriormente en fibras tipos I, IIA o IIB durante el proceso de
maduracion. Mas avanzado el desarrollo aumentaba el porcentaje de fibras tipo I a la
vez que disminuia el de las fibras tipo II. En el musculo tirofaringeo describieron una
disminucion temprana de la proporcion de fibras tipo IIC, en comparacion con la del
musculo cricofaringeo. Sugirieron que maduraba antes, hecho necesario para el
comienzo de la alimentacion oral tras el nacimiento, pues este musculo funciona
como conductor del bolo alimenticio. Indicaron también que la contraccion sostenida
proporcionada por las fibras tipo I en el musculo cricofaringeo, durante el periodo
postnatal, podria causar resistencias indeseables para el transito del bolo alimenticio,
dado que la inmadurez de los musculos faringo-laringeos los hacia relativamente
débiles y de contracciones no armodnicas. Al mismo tiempo, manifestaron que una
pequeiia proporcion de fibras ITA y IIB, en este Gltimo musculo, seria beneficiosa
para contribuir a la proteccion de las vias aéreas, manteniendo cerrada la union
faringo-esofagica y aumentando la presion durante la regurgitacion o el vomito en el
neonato. Por consiguiente, concluyeron que los cambios acaecidos en la composicion
fibrilar de los musculos objeto de estudio estaban relacionados con el correcto

desarrollo de la funcion deglutora.

Wu et al. (2000), en la linea de anteriores publicaciones (Wu et al., 1998),
realizaron un estudio sobre los musculos cricoaritenoideo caudal, cricotiroideo y
tiroariteonideo, a fin de contrastar la hipdtesis de su primer trabajo sobre el alto
porcentaje de hibridismo que observaron en el musculo cricoaritenoideo lateral y
comprobar si esta premisa se cumplia en el resto de los musculos laringeos del perro.
Para ello emplearon la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida. En el
musculo cricotiroideo describieron una mayoritaria presencia de fibras puras tipos I y
ITA. Concretamente, un mayor porcentaje de fibras tipo IIA en las regiones oblicua y
recta, y una proporcion similar de ambos tipos en la region horizontal de dicho
musculo. Existian también fibras hibridas en todas las regiones pero no llegaban al
10% de la poblacion estudiada. En cuanto al musculo cricoaritenoideo caudal

(dividido en regiones horizontal, oblicua y vertical, segin la descripcién anatomica
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de Sanders et al., 1993), observaron un perfil lento en la region horizontal con una
alta proporcion de fibras tipo I; la region vertical poseia un perfil mas rapido, con
proporciones similares de fibras tipos I, IIA y IIX, y en la region oblicua la
proporcién fibrilar era similar a la que aparecio en la vertical, aunque con menor
cantidad de fibras tipo IIX. Ademads, en todas las regiones del musculo existia una
cantidad regular de fibras hibridas tipo IIA/X. Por ultimo, en el musculo
tiroaritenoideo describieron un alto porcentaje de fibras rapidas tipo IIX en la region
medial y una proporcion elevada de fibras tipo IIB en la regioén lateral. Ambas
regiones poseian entre el 30% y 40% de fibras hibridas. En la region medial
coexistian hasta cinco tipos de fibras hibridas, con un significativo contenido en
fibras tipos IIA/X y IIX/B. En la region lateral denotaron siete tipos de fibras
hibridas, con una mayor cantidad del tipo IIX/B. En resumen, el musculo
cricotiroideo era el que menos hibridismo mostraba y el musculo tiroaritenoideo el
que tenia un mayor porcentaje de fibras hibridas. Los autores lanzaron la hipotesis
que no soOlamente este hibridismo parecia ser comin a estos musculos tan
especializados, sino que aparecia de forma regular en un gran espectro de musculos.
Descartaban asi que fuera unicamente el patron de inervacion, tan particular de los

musculos laringeos, la causa de esta peculiaridad fibrilar.

Finalmente, Mu y Sanders (2000) publicaron un estudio completo anatémico
e histoquimico del musculo geniogloso canino. Al tratarse de uno de los principales
protrusores y depresores de la lengua, es un musculo fundamental en procesos tales
como la deglucion, la dilatacion inspiratoria de la faringe y, en el ser humano, la
vocalizacion. Indicaron que estaba compartimentalizado, hecho que se advertia
macroscOpicamente pero que no habia sido demostrado histoquimicamente. Un
compartimento horizontal en la parte ventral del misculo que se insertaba dentro de
la base de la lengua y en el aparato hioideo, y otro oblicuo, en forma de abanico,
insertado en la porcion media del cuerpo de la lengua, de mayores dimensiones. A su
vez, este compartimento oblicuo estaba subdividido en dos grupos de fibras de
diferente direccion: fibras “transversas” y fibras “verticales”. En cuanto a la
composicion fibrilar, en el compartimento horizontal predominaban las fibras tipo I

sobre las tipo II, mientras que en el compartimento oblicuo se invertia la proporcion
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con una regionalizacidon en cuanto a su composicion. De este modo, el tercio rostral
del compartimento oblicuo contenia un alto porcentaje de fibras tipo I, una cantidad
algo menor de fibras intermedias y un escaso porcentaje de fibras tipo II. El tercio
medio presentaba una mayoria de fibras tipo Il y un escaso porcentaje de fibras tipo
I, como el tercio posterior. Si bien, en este tltimo habia menos cantidad de fibras tipo
I y mas de tipo I que en el tercio medio. Esta subdivision del compartimento oblicuo
se observaba dispuesta a lo largo del eje longitudinal del musculo. Se hipotetizd que
la organizacion compartimental del musculo geniogloso permitiria que sus regiones
funcionaran independientemente al realizar diferentes actividades motoras. Con estos
resultados, los autores concluyeron que el compartimento horizontal era un
componente potencial en el mantenimiento de la apertura de las vias aéreas
superiores, mientras que el compartimento oblicuo seria mas activo durante los
mecanismos de deglucién y vocalizacion, fendmenos que normalmente requerian
movimientos rapidos de la lengua y cambios de forma en la misma. Sin embargo, no
pudieron relacionar las divisiones del compartimento oblicuo con las distintas

funciones del musculo.
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I1l. MATERIAL Y METODOS

I11.1. ANIMALES, ENTIDADES MUSCULARES Y TOMA DE
MUESTRAS

Para este trabajo de Tesis Doctoral hemos analizado diez perros adultos
mestizos (seis machos y cuatro hembras), clinicamente sanos y con pesos medios
comprendidos entre 20 y 25 Kg. Los animales procedentes del Servicio Municipal de
Control de Zoonosis del Excelentisimo Ayuntamiento de Murcia, fueron sacrificados
de forma humanitaria, segun la legislacion vigente. Se les inyect6
intramuscularmente maleato de acepromacina (CalmoNeosan®) a dosis de 1,5 mg/Kg
p.v. como tranquilizante, y por via intravenosa pentobarbital sédico (Dolethal®) a

dosis de 60 mg/Kg p.v. como agente eutanasico.

Tras el sacrificio, los cadaveres se trasladaron inmediatamente a la sala de
diseccion de la Unidad Docente de Anatomia y Embriologia de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Murcia, donde se procedié a la correspondiente
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toma de muestras dentro de las dos primeras horas que siguen a la muerte del animal,
evitandose asi alteraciones musculares post mortem morfoldgicas y morfométricas
(Braund, 1989).

Para obtener las muestras fue necesario, en primer lugar, resecar la mandibula
a nivel de las articulaciones intermandibular y temporomandibular. Asimismo, hubo
que disecar, desinsertar y resecar los musculos temporal, masetero, milohioideo,
digastrico y terigoideos (lateral y medial), lo que nos permitio exponer y acceder a
los musculos que seguidamente detallaremos (Figuras 13 y 14). De dichas entidades
musculares se obtuvieron secciones a nivel de su tercio medio o bien el musculo
completo. Adicionalmente, se tom6 una muestra del muasculo semitendinoso que fue
utilizada como control durante la aplicacion de las diferentes técnicas histoquimicas

e inmunohistoquimicas.

Los musculos de la lengua, paladar blando y faringe de los que se tomaron

muestras fueron los siguientes:

Musculos de la lengua:
-Mdsculo geniogloso.
-Musculo hiogloso.
-Mdsculo estilogloso.

-Mdsculo lingual propio.

Musculos del paladar y fauces:
-Mdsculo palatino.
-Mdsculo elevador del velo palatino.
-Musculo tensor del velo palatino.

-Musculo palatofaringeo.

Musculos de la faringe:
-Mdsculo terigofaringeo (m. constrictor rostral de la faringe).
-Musculo estilofaringeo caudal.
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Figura 13. Imagen lateral izquierda del plano superficial de diseccidn de la cabeza del perro, tras
haber retirado la piel y el m. cuténeo de la cara.

Figura 14. Imagen lateral izquierda del plano de diseccion profundo de la cabeza del perro. Se ha
procedido a la reseccion de la mandibula y se han desinsertado y retirado los mm. temporal,
masetero, milohioideo, digastrico y terigoideos (lateral y medial).
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-Mdsculo hiofaringeo (m. constrictor faringeo medio).
-Musculo tirofaringeo (m. constrictor caudal de la faringe).
-Musculo cricofaringeo (m. constrictor caudal de la faringe).

A continuacion, realizamos una breve descripcion anatomica de las referidas

entidades musculares.

MUSCULOS DE LA LENGUA

Musculo geniogloso. Es un musculo delgado, de morfologia triangular, que
se dispone sagitalmente en el espesor de la lengua, dorsalmente al musculo
genihioideo, a modo de abanico. Sus fibras se originan en la superficie medial de la
porcion incisiva del cuerpo de la mandibula y en la sinfisis mandibular. Queda
integrado por tres haces musculares, evidenciables mejor por su cara medial. El haz
vertical se localiza en la mitad rostral hacia el vértice lingual, donde se inserta
caudalmente a la lissa, para intervenir en su depresion y retraccion. El haz oblicuo se
dispone caudalmente al haz vertical con el que entremezcla algunas de sus fibras,
dirigidas ventrodorsalmente. Se inserta en la mitad caudal de la lengua, colaborando
en su protrusién. El haz recto discurre lateral a los haces vertical y oblicuo, paralelo
al cuerpo mandibular. Se inserta en el tercio caudal de la lengua, asi como en el
aparato hioideo (basihioides y queratohioides). Caudalmente los haces rectos de
ambos genioglosos estan separados por los musculos hioepigloticos. En conjunto, el
musculo geniogloso protruye y deprime la lengua, retrayendo también el vértice
lingual. Recibe impulso motor a partir del nervio hipogloso (Figuras 15y 16).

Musculo hiogloso. Se dispone lateralmente a los musculos genihioideo y
geniogloso, interviniendo en la retraccion y depresion de la lengua. Tiene su origen
en el extremo distal del tirohioides y en el basihioides (cara ventrolateral) y se inserta
hacia el techo lingual, entremezclando sus fibras con las del madsculo lingual propio.
Queda inervado también por los ramos linguales del nervio hipogloso (Figuras 15y
16).
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Musculo estilogloso. Es el mas lateral de los musculos extrinsecos de la
lengua. Se extiende desde el estilohioides (aparato hioideo) hasta el vértice lingual.
Presenta tres cabezas musculares que se insertan en la lengua, a diferentes niveles,
siguiendo su eje longitudinal. Actuando como una unidad, las tres cabezas
musculares desplazan caudalmente (retraccién) y lateralizan (diduccion) dicho
6rgano. Independientemente, cada cabeza deprime la parte lingual sobre la que se
inserta. En secuencia caudorrostral estas cabezas se denominan: corta, larga y rostral.
La cabeza corta se origina en la mitad distal de la superficie caudal del estilohioides.
Sus fibras incurvadas ventral y rostralmente, transitan por la cara lateral del
epihioides para insertarse en la base de la lengua, entre las fibras del musculo
hiogloso. La cabeza larga se origina dorsal y lateralmente a la cabeza corta. Sus
fibras tras cruzar el estilohioides se incurvan también ventrorrostralmente, en
relacion con el borde ventral de la cabeza rostral, cruzan la cara lateral del mdsculo
geniogloso y se insertan en la cara ventral de la mitad rostral de la lengua, cerca del
plano medio. La cabeza rostral emerge desde la mitad proximal del estilohioides. Sus
fibras se incurvan, como las de las dos cabezas anteriores, cruzan en superficie parte
de las fibras de insercion de la cabeza corta, se entremezclan con las del masculo
hiogloso y se insertan en la lengua, a lo largo de su cara ventrolateral. La inervacion
de este musculo, como la de todos los musculos extrinsecos e intrinsecos de la

lengua, corresponde al nervio hipogloso (Figuras 15y 16).

Musculo lingual propio. EI masculo lingual constituye el armazén muscular
intrinseco de la lengua. Consta de varios haces musculares situados entre los
fasciculos de insercion de los musculos extrinsecos. Estos haces musculares se
disponen ordenados bilateralmente en cuatro grupos pobremente delimitados:
longitudinal dorsal o superficial, longitudinal ventral o profundo, fasciculo lingual
transverso y fasciculo lingual vertical. Las fibras longitudinales superficiales se
disponen bajo la mucosa dorsal del 6rgano y estan méas desarrolladas en su mitad
caudal, donde constituyen una masa compacta a cada lado del septo lingual. Mas
rostralmente, las fibras quedan espaciadas en pequefios grupos dispuestos
simétricamente, de modo que los haces mayores y mas compactos se sitlan proximos

al septo, mientras que los mas diseminados y pequefios lo hacen cerca del borde
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Figura 15. Imagen lateral izquierda del plano profundo de la cabeza del perro, donde se aprecia la
musculatura extrinseca de la lengua, inervada por el n. hipogloso.

P
Figura 16. Imagen ampliada de la Figura 15. Se observan las siguientes estructuras: 1: M.
geniogloso. 2: M. hiogloso. 3: M. estilogloso. 4: N. hipogloso.
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lateral de la lengua. Las fibras transversas y verticales oblicuas ocupan un area
amplia en el centro de la lengua, bajo los haces longitudinales dorsales. Forman una
intrincada red entre las fibras musculares superficiales y profundas. Algunas fibras
musculares largas se disponen ventralmente a esta red, integrando el fasciculo
longitudinal profundo. Dichas fibras, localizadas en la mitad ventral de la lengua, son
menos numerosas y estan menos organizadas que las fibras longitudinales dorsales.
A menudo, se entremezclan con las fibras de insercion de los muasculos linguales
extrinsecos y con las fibras musculares intrinsecas perpendiculares y transversas.
Rostralmente, sin embargo, las fibras longitudinales profundas se organizan dentro
de una masa compacta y rodean la lissa. La inervacion del musculo lingual propio

corre a cargo también del nervio hipogloso.

Segun Abdel-Malek® (1938), el fasciculo longitudinal superficial del masculo
lingual propio es el unico lateralizador de la lengua. La porcion longitudinal ventral
del masculo lingual propio, el musculo estilogloso, y las fibras rostrales del hiogloso
y del geniogloso (Abd-el-Malek®, 1938; Bennet y Hutchinson®, 1946), ademas de ser

diductores homolaterales, son flexores ventrales del vértice de la lengua.

Esta entidad muscular se encarga de proyectar la lengua rostralmente, de la
produccion de complicados movimientos locales, intrinsecos, asi como de la
prevencion de mordeduras. Los complejos pero precisos movimientos de la lengua
del perro son importantes para la succion, prehensidn, masticacion y deglucion, sin
olvidar su funcion como primer érgano del gusto. Estos movimientos resultan de las
acciones coordinadas de los mdusculos extrinsecos (estilogloso, hiogloso y

geniogloso) e intrinsecos de la lengua (musculo lingual propio).

MUSCULOS DEL PALADAR Y FAUCES

Los musculos que integran y activan el paladar blando son principalmente un
par de musculos palatinos y las partes distales de los musculos tensor y elevador del
velo palatino. Los musculos palatinos derecho e izquierdo se disponen proximos
entre si y hacia el plano medio del paladar blando, ventralmente a la aponeurosis
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palatina (Figuras 17 y 18). Su contraccion acorta y eleva el paladar blando. Segun la
52 edicion de la Némina Anatémica Veterinaria (2005), el muasculo palatofaringeo

queda también encuadrado en este grupo muscular.

Musculo elevador del velo palatino. Es una entidad muscular que actua
elevando la parte méas caudal del paladar blando o velo del paladar. Se inicia en la
apofisis muscular, adyacente a la bulla timpanica, y discurre ventrocaudalmente en
relacion con la pared de la faringe. Distalmente transita entre los musculos
palatofaringeo y terigofaringeo, dejando su insercion sobre la mitad caudal del
paladar blando, lateralmente al musculo palatino. Se halla inervado por los nervios
glosofaringeo (I1X par craneal) y vago (X par craneal). EI muasculo elevador del velo
palatino estd ligeramente mas desarrollado que el masculo tensor del velo palatino
(Figuras 17 y 18).

Musculo tensor del velo palatino. Es un mdsculo muy pequefio que se
origina también en la apofisis muscular, rostral a la bulla timpéanica, en el surco de la
porcion petrosa del hueso temporal, ventrolateralmente al musculo tensor del
timpano. Asimismo, algunas fibras de su tenddn de origen invaden el canal
musculotubarico. Su vientre muscular surca la pared de la faringe hacia el gancho del
hueso terigoideo, donde sus fibras musculares se tendonizan e irradian rostralmente
para dispersarse por el paladar. La funcion del musculo tensor del velo palatino es la
de estirar y tensar el paladar entre los huesos terigoideos. Se encuentra impulsado por
el nervio mandibular del trigémino, que delega el nervio tensor del velo palatino
(Figuras 17 y 18).

Musculo palatofaringeo. Se encarga de estrechar la faringe, asi como de
desplazarla dorsal y rostralmente. EI musculo palatofaringeo es un masculo poco
desarrollado, dispuesto medialmente al musculo tensor del velo palatino, cuyas fibras
se asocian libremente al abrazar la faringe. Dyce' (1957) lo divide en dos porciones:

dorsal y ventral. La mayoria de las fibras se originan en el paladar blando

! Autores citados por Evans (1993)
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Figura 17. Imagen lateral izquierda del plano profundo de la cabeza del perro. Se aprecia la
musculatura del paladar y fauces. Se ha desplazado caudalmente el estilohioides. El paladar blando
ha sido seccionado parcialmente para poder ver el m. palatino.

PR

Figura 18. Imagen ampliada de la Figura 17. Se observan las siguientes estructuras: 1: M. tensor
del velo palatino. 2: M. elevador del velo palatino. 3: Mm. terigofaringeo y palatofaringeo. 4: M.
palatino.
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(aponeurosis palatina) y se extienden oblicuamente en direccion dorsocaudal hacia el
rafe faringeo. Algunas fibras de los musculos terigofaringeo y estilofaringeo caudal
se entremezclan con las del palatofaringeo hacia la pared dorsal de la faringe. Otras
fibras, sin embargo, llevan una direccion rostral desde su origen palatino y se
dispersan por el paladar blando, aproximadamente hasta el nivel del gancho
terigoideo. Su inervacion la recibe de los ramos y plexos faringeos de los nervios
glosofaringeo y vago. Constituye la base muscular de los pliegues palatofaringeos

que delimitan el orificio intrafaringeo (Figuras 17-20).

MUSCULOS DE LA FARINGE

Musculo terigofaringeo. Es un musculo constrictor rostral de la faringe,
dificil de delimitar del palatofaringeo. Su funcion es la de estrechar la faringe y
protractarla. EI musculo terigofaringeo se origina en el gancho del hueso terigoideo.
Sus fibras se dirigen primero caudalmente, en posicion lateral respecto al masculo
elevador del velo palatino, y prosiguen luego en direccion dorsal sobre la faringe
para insertarse en el rafe fibroso medio, entremezcladas con las fibras de los
musculos palatofaringeo y estilofaringeo caudal, ya que irradian hacia sus
inserciones. También esta inervado por los nervios vago y glosofaringeo (Figuras
17-20).

Musculo estilofaringeo caudal. Es un pequefio mudsculo que se extiende
desde la cara caudal del extremo proximal del estilohioides hasta la pared faringea.
Su funcion consiste en dilatar, elevar y desplazar rostralmente la faringe. En alguna
de las tomas de muestras, hemos observado que determinadas fibras proceden del
epihioides. Desde su origen, las fibras discurren caudal y ventralmente hacia la pared
dorsolateral de la faringe, donde se dispersan y entremezclan con las fibras del
masculo palatofaringeo. Esté inervado por los nervios glosofaringeo y vago (ramos

faringeos) (Figuras 19y 20).

Musculo hiofaringeo. Esta considerado como el musculo constrictor medio.

Se encarga de estrechar a estos niveles la faringe. EI musculo hiofaringeo se
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encuentra a menudo dividido en dos partes, clasicamente denominadas como
musculos condrofaringeo y queratofaringeo. EI musculo condrofaringeo, la porcion
mas desarrollada, surge de la cara lateral del tirohioides, cubierto por el musculo
hiogloso. ElI musculo queratofaringeo lo hace del queratohioides. Las fibras
musculares de ambas porciones confluyen y constituyen una placa muscular que
discurre dorsalmente, en relacion con la laringe y la faringe, para insertarse sobre el
rafe medio dorsal de la faringe, de manera opuesta a la de los musculos
contralaterales. Cerca de su insercion, las fibras mas caudales quedan recubiertas por
las fibras de insercion del musculo tirofaringeo. Estd inervado por los nervios

glosofaringeo y vago (Figuras 19 y 20).

Musculo tirofaringeo. EI musculo tirofaringeo estrecha también la faringe.
Junto al masculo cricofaringeo, conforman el grupo de los constrictores caudales de
la faringe. Se dispone inmediatamente caudal al musculo hiofaringeo. Se origina en
la linea oblicua de la ldmina del cartilago tiroideo, y discurre dorsorrostralmente
sobre dicha lamina. Las fibras se separan sobre la superficie dorsal de la faringe y se
insertan en el rafe dorsal medio. Algunas de ellas, las de insercidbn mas rostral,
recubren parcialmente a las del musculo hiofaringeo. Se halla inervado por los

nervios glosofaringeo y vago (Figuras 19 y 20).

Musculo cricofaringeo. EI musculo cricofaringeo estrecha la porcién mas
caudal de la faringe. Constituye, con las fibras mas caudales del musculo tirofaringeo
y las mas rostrales del eséfago, el principal componente del esfinter faringoesofagico
(esfinter esofagico superior en la especie humana). Transita, como el musculo
anterior, sobre la superficie lateral de la laringe y faringe. Se origina en la cara lateral
del arco del cartilago cricoideo y se dirige dorsalmente para insertarse en el rafe
dorsal medio de la faringe. Como sus fibras musculares transitan sobre la pared de la
faringe, algunas se mezclan, en su margen caudal, con las fibras musculares del
esofago. Se encuentra inervado también por los nervios vago y glosofaringeo
(Figuras 19y 20).
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Figura 19. Imagen lateral izquierda del plano profundo de la cabeza del perro, donde se puede
apreciar la musculatura faringea.

Figura 20. Imagen ampliada de la Figura 19. Se observan las siguientes estructuras: 1: Mm.
terigofaringeo y palatofaringeo. 2: M. estilofaringeo caudal. 3: M. hiofaringeo. 4: M.
tirofaringeo. 5: M. cricofaringeo.
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Por ultimo, en relacion con la toma de muestras hemos de referir las

siguientes particularidades:

-En algunos animales, debido al escaso desarrollo del musculo
palatofaringeo (Evans, 1993) que no se diferencia macroscopicamente del musculo

terigofaringeo, ambos fueron extraidos, procesados y analizados conjuntamente.

-Del musculo lingual propio se obtuvieron tres porciones, que fueron
procesadas y analizadas por separado, correspondientes a las regiones de la raiz,

cuerpo y vértice de la lengua (Massimini, 1986).

I11.2. CONGELACION DE LAS MUESTRAS

Cada una de las muestras de los musculos anteriormente referidos se dispuso
perpendicularmente, junto a la muestra control (musculo semitendinoso), sobre un
corcho, al que previamente se habia afiadido una gota de OCT-Compound (Tissue-
Tek®™). El conjunto de ambas muestras se recubrié con mayor cantidad de OCT-
Compound (Tissue-Tek™) y se procedié a su congelacion. Esta se realizé dentro de
un vaso de precipitado de vidrio con aproximadamente 100 ml de 2-metilbutano,
enfriado con anterioridad sobre nitrogeno liquido a —190° C, almacenado en un
termo. En primer lugar, se introdujo con lentitud el vaso de precipitado en el termo y
se mantuvo en ¢l hasta que el 2-metilbutano llegd a —160° C (temperatura 6ptima),
hecho constatado al formar dicho compuesto una fina capa de color blanco adherida
a las paredes y fondo del vaso. Con posterioridad, se sumergieron las muestras en el
2-metilbutano durante 10-15 segundos. De esta forma, se produce una congelacion
rapida y atraumatica, idonea para la conservacion integra de las estructuras

enzimaticas e histologicas musculares.

Una vez congeladas las muestras y tras envolverlas para su proteccion con

papel de aluminio, previamente refrigerado, se almacenaron a —65° C en arcén
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congelador, dentro de recipientes plasticos que estaban a la misma temperatura, hasta

el momento de proceder a su corte.

111.3. CORTE DE LAS MUESTRAS

Se realizaron cortes de 10 um de grosor a —20° C con un criostato Leica,
modelo 1850, que fueron recogidos sobre portaobjetos limpios y secos, por contacto
de estos con la cuchilla del criostato. Para comprobar la ausencia de artefactos
durante la congelacion y verificar el posicionamiento correcto de la muestra
(disposicion transversal de los miocitos), se procedi6 a tefiir los primeros cortes con
una tincion rapida de hematoxilina-eosina. Una vez corroborados ambos aspectos, se
obtuvieron un total de 40 cortes seriados por muestra por el procedimiento descrito,
disponiéndose dos cortes en cada portaobjetos. Los portaobjetos se almacenaron en

cajas refrigeradas previamente a —20° C, hasta ser sometidos a las diferentes técnicas.

I11.4. TINCIONES Y TECNICAS EMPLEADAS

I11.4.1. Técnicas histoldgicas (no enzimaticas)

111.4.1.1. Hematoxilina-Eosina (Dubowitz y Brooke, 1973)

Se aplico en los primeros cortes histoldégicos para verificar la correcta

disposicion transversal de las fibras, comprobar la ausencia de artefactos durante la

congelacion y analizar la morfologia de los miocitos. Con dicha técnica observamos

los nucleos tefiidos de azul, las fibras de rosa y el tejido conectivo de color rosa

claro.
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1.- Hematoxilina de Harris 3-6 minutos

2.- Lavar 3 veces con agua destilada.

3.- Eosinaal 1% 30-60 segundos
4.- Deshidratar en alcoholes:

70° 1 minuto

90° 1 minuto

100° 1 minuto

100° 1 minuto

5.- Aclarar con isoparafina H (Panreac™) (2 bafios de 1 minuto cada uno).

6.- Montar con medio sintético apropiado (Panreac™).

111.4.1.2. Tricromico de Gomori modificado (Brumback y
Leech, 1984)

Mediante esta técnica se evidencian los componentes extrafibrilares del
musculo. Los nucleos de color purpura, las miofibrillas de verde azulado (las fibras
tipo I son tefiidas en un tono més oscuro que las fibras tipo II), de verde claro el

tejido conjuntivo y la red intermiofibrilar de rojo.

1.- Hematoxilina de Harris 5 minutos
2.- Lavar en agua destilada.

3.- Teiir en la solucidn tricrémico durante 20 minutos.

Fast green 0,3 gr
Chromotrope 2R 0,6 gr
Acido fosfotungstico 0,3 gr
Acido acético glacial 1,0 ml
Agua destilada 100,0 ml

4.- Sumergir en &cido acético al 2% durante 10 minutos (hasta azular)
5.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina

H (Panreac®) y montar en medio sintético apropiado (Panreac®)
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La solucion de tricromico se debe ajustar a pH 3,4 con NaOH 1M y agitarse

antes de ser usada.

111.4.2. Técnicas histoquimicas

Hemos empleado dos tipos de reacciones histoquimicas. Por un lado, la
técnica de la deteccion de la ATPasa miosinica, con preincubaciones alcalinas y
acidas, para valorar las caracteristicas contractiles de los miocitos. Por otro, la
técnica de la NADH-TR, a fin de determinar el potencial oxidativo; es decir, las

caracteristicas metabdlicas de las fibras musculares.

111.4.2.1. Técnicas de ATPasa miosinicas

Con este tipo de técnicas se detecta, mediante microscopia Optica, la actividad
ATPasa (presencia o ausencia) de la miosina contenida en los miocitos. Para ello, las
preparaciones son incubadas en una solucion con ATP y calcio a pH 9,45. La enzima
ATPasa, en este rango de pH, libera el fosfato terminal que se combina con el calcio
formando fosfato calcico, insoluble a pH alcalino, que precipita en los lugares donde
se produce la reaccion enzimatica. Posteriormente las preparaciones son trasladadas a
una cubeta con una solucion de cloruro de cobalto. El cobalto sustituye al calcio en el
fosfato formado anteriormente, transforméndose éste en fosfato de cobalto que
precipita en los mismos sitios que el fosfato célcico. Por ultimo, transformamos el
fosfato de cobalto en sulfuro de cobalto, que también es insoluble, sometiendo las
preparaciones musculares a una solucion de sulfuro de amonio. El sulfuro de cobalto
ademas de insoluble es de color negro, por lo que se puede demostrar con
microscopio Optico la actividad mATPasica en las fibras musculares (Dubowitz y

Brooke, 1973).

Cuando en la técnica descrita, sometemos previamente las preparaciones a
medios mas acidos (pH 4,6-4,3) o alcalinos (pH 10,2-10,6); es decir, realizamos un
proceso de preincubado, logramos evidenciar un mayor nimero de tipos fibrilares

debido a la diferente labilidad de las distintas isomiosinas de las fibras musculares.
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De este modo, podemos apreciar la coloracion de las miofibrillas separadas por el
espacio intermiofibrilar, que no llega a tefiirse. En cortes longitudinales de las
muestras observariamos que la tincion se aprecia sobre las bandas A, regién ocupada
por miosina. Dicha caracteristica es la que confiere la denominacién de ATPasa

miosinica a este tipo de técnicas (Dubowitz, 1985).

En nuestro estudio, las técnicas de ATPasa miosinica se corresponden a las
referidas por Snow et al. (1982) para preincubaciones alcalinas, modificadas por
Latorre et al. (1993a), y por Dubowitz y Brooke (1973) para preincubaciones 4cidas,

modificadas por Gil (1986). Es por ello que pasamos a describirlas.
111.4.2.1.1. Técnica de ATPasa miosinica con
preincubacioén alcalina (método de Snow et al., 1982; modificado por Latorre et al.,

1993a)

1.- Preincubar durante 15 minutos en la solucion:

Cl,Ca 0,1M
Acetato de sodio 0,07M
Barbital sodico 0,075\M

pH: 10,2 10,3 10,4 y 10,5 (ajustados con NaOH 1M y 0,1M)
2.- Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

3.- Incubar durante 30 minutos en la solucion:

Cl,Ca 0,1M
Acetato de sodio 0,07M
Barbital sédico 0,075M
ATP 1,5 mg/ml

pH: 9,45 (ajustado con NaOH 1M y 0,1M)
4.- Lavar con cloruro de calcio 0,2M: 2 bafios de 5 minutos.
5.- Lavar con cloruro de cobalto al 2% durante 5 minutos.
6.- Lavar con agua destilada minuciosamente: 2 bafios.

7.- Lavar con sulfuro de amonio al 1% durante 1 minuto.
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8.- Lavar con agua destilada de 2 a 5 minutos.
9.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina

H (Panreac”) y montar en medio sintético apropiado (Panreac®)

111.4.2.1.2. Técnica de ATPasa miosinica con
preincubacién acida (método de Dubowitz y Brooke, 1973; modificado por Gil,
1986)

En esta técnica, la concentracion del acetato sddico es muy baja y a la

solucién preincubadora se incorpora cloruro sodico.

1.- Preincubar en la solucion:

50 ml de solucion A

101,5 ml de soluciéon B

20 ml de cloruro sédico (8,5%)

Completar con agua destilada hasta 250 ml

Solucion A:

Acetato de sodio (Pm: 136,08) 1,94 gr
Barbital sodico (Pm: 206,18) 2,94 gr

Agua destilada 100 ml
Solucién B:
CIH 0,IN

pH: 4,3 4,5 y 4,6 (ajustados con NaOH 0,1M)
El tiempo de preincubacion es de 5 minutos.

2.- Lavar en la siguiente solucion:

Barbital sodico 0,1M (2 ml)
Cloruro de calcio 0,18M (1 ml)
Agua destilada 7 ml

pH: 9,4 (se ajusta con CIH 0,1N)
El tiempo de lavado es de 30 segundos.

3.- Incubar en la siguiente solucion:
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Solucidn lavadora junto con 15 mg de ATP

pH: 9,4 (se ajusta con NaOH 1M y 0,1M)
El tiempo de incubacion es de 45 minutos.

4.- Lavar con cloruro de calcio al 1%: 2 bafios de 5 minutos.

5.- Lavar con cloruro de cobalto al 2% durante 5 minutos.

6.- Lavar con barbital sodico 0,01M de 5 a 10 minutos.

7.- Lavar con agua destilada durante 30 segundos.

8.- Lavar con sulfuro de amonio al 1% durante 1 minuto.

9.- Lavar con agua destilada de 2 a 5 minutos.

10.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina

H (Panreac®) y montar en medio sintético apropiado (Panreac™).

111.4.2.2. Técnicas histoquimicas para la determinacion del

metabolismo fibrilar

Las enzimas oxidativas, tales como las deshidrogenasas (SDH), diaforasas
(NADH-TR) y oxidasas son importantes ya que reflejan la utilizacion de diferentes
intermediarios metabolicos del ciclo de Krebs y vias relacionadas. Indican, por tanto,

las posibles fuentes de energia en el metabolismo muscular.

Estas técnicas tienen su fundamento en el uso de una sal de tetrazolio
insoluble e incolora, que intercepta electrones en algin punto de la cadena
respiratoria, quedando reducida, coloreada y precipitada por su caracter de

insolubilidad.

Las diaforasas son las enzimas consideradas en este trabajo. La NADH se
utiliza como sustrato y uno de los compuestos del tetrazolio (NBT) como captador de
electrones. Con dicha técnica se manifiesta claramente el espacio intermiofibrilar que
incluye mitocondrias y reticulo sarcopldsmico, ya que las miofibrillas no se tifien

(Dubowitz, 1985).
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111.4.2.2.1. Técnica de la nicotinamida adenina
dinucleotido tetrazolium reductasa (NADH-TR) (método de Dubowitz y Brooke,
1973; modificado por Gil, 1986)

1.- Incubar las preparaciones en la siguiente solucion:
Tampoén Tris 0,2M (pH 7,4) 10 ml
NBT 10 mg
NADH 8 mg
pH: 7,2 (ajustar con &cido acético puro 1M)
El tiempo de incubacion es de 45-60 minutos a 37° C.
2.- Lavar en agua destilada durante 1 minuto.
3.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina

H (Panreac”®) y montar en medio sintético apropiado (Panreac®).

111.4.3. Técnica inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica aplicada al estudio del tejido muscular permite una
diferenciacion mas especifica de los diferentes tipos de miocitos. Se basa en el
empleo de un anticuerpo monoclonal (anticuerpo primario), especifico para alguna
de las isoformas de cadenas pesadas de miosina (MyHC) descritas en el musculo
esquelético (Schiaffino y Reggiani, 1996; Maccatrozzo et al., 2004, 2007; Toniolo et
al., 2007). El anticuerpo primario es revelado de forma indirecta por un anticuerpo
secundario, conjugado con un marcador visual, dirigido contra el primario. En este

estudio hemos utilizado los siguientes anticuerpos monoclonales primarios:

Anti-Myosin Skeletal Slow (Sigma M 8421): anticuerpo especifico
para la MyHC-I de diferentes especies (Draeger et al., 1987; Hoh et al., 1988; Harris
et al., 1989). Especifico también para la isoforma MyHC-I canina (Telles, 2002).

Anti-Myosin Skeletal Fast (Sigma M 4276): anticuerpo marcador de

todas las isoformas rapidas de miosina (Carter et al., 1990; Havenith et al., 1990;



Material y Métodos 75

Naumann y Pette, 1994). Especifico también para las isoformas rdpidas de miosina

de la especie canina (Telles, 2002).

BA-F8 (cedido por gentileza del Prof. Mascarello, Universidad de
Padua): anticuerpo especifico para la MyHC-I o de contraccion lenta de diversas
especies, desde la rata (Bottinelli et al., 1991) al cerdo (Toniolo et al., 2004). Su
especificidad ha sido también demostrada para la especie canina por Toniolo et al.

(2007).

SC-71 (cedido por gentileza del Prof. Mascarello, Universidad de
Padua): anticuerpo especifico para la MyHC-Ila rapida de la rata (Schiaffino et al.,
1989; Bottinelli et al., 1991), del caballo (Rivero et al., 1996) y del cerdo (Toniolo et
al., 2004). En la especie humana (Serrano et al., 2001), en la llama (Graziotti et al.,
2001b, 2004), en la cabra (Argiiello et al., 2001), en el cerdo (Lefaucheur et al.,
2002) y en el perro (Acevedo y Rivero, 2006) se ha demostrado que, ademas de
marcar fuertemente las fibras que contienen MyHC-Ila, también marca, aunque de
forma mas débil, las fibras que contienen MyHC-IIx. Toniolo et al. (2007)
comprobaron que, en la especie canina, dejaba de reaccionar con las fibras que

contenian MyHC-IIx, cuando se empleaban diluciones bajas (a partir de 1/400).

BF-35 clon nuevo (cedido por gentileza del Prof. Mascarello,
Universidad de Padua): su efectividad ha sido comprobada en la especie porcina
(Toniolo et al., 2004), en el ganado vacuno (Maccatrozzo et al., 2004) y en el perro
(Toniolo et al., 2007), como marcador claro y exclusivo de las fibras que contienen
MyHC-IIx, aunque también reacciona con todas las fibras rapidas en la rata (Toniolo

et al., 2004).

En nuestro trabajo hemos seguido la técnica inmunohistoquimica aplicada en
la Universidad de Padua por el Prof. Mascarello para la deteccion de cadenas pesadas
de miosina lenta y rapida en el musculo esquelético, y el sistema DakoCytomation
EnVision®+System-HRP (DAB) (DakoCytomation, Inc., California, USA)

(EnVision a partir de ahora). El proceso completo es como sigue:
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l.-
2.-

3.-
4.-

6.-
7.-
8.-

9.-
10.-

11.-
12.-
13.-

Descongelar los portaobjetos durante 30 minutos.
Realizar un lavado con tampon fosfato salino (PBS), en cuna con
agitacion, durante 5 minutos.
Preparacion del PBS:
Na,HPOy4 (S-7907) anhidro 2,839 gr/100 ml; se cogen 70 ml
NaH,POy4 (S-0751) anhidro 2,399 gr/100 ml; se cogen 30 ml
NaCl (S-7653) 17 gr
Se anade agua destilada hasta 2 litros.
Secar portaobjetos.
Colocar el anticuerpo primario sobre los portaobjetos e incubar a
temperatura ambiente en cdmara himeda durante toda la noche. Las
diluciones utilizadas fueron las siguientes:
Anti-Myosin Skeletal slow (Sigma M 8421) 1/2000 y 1/4000
Anti-Myosin Skeletal fast (Sigma M 4276) 1/200 y 1/400

BA-FS 1/200
SC-71 1/400
BF-35 clon nuevo 1/400

Retirar cuidadosamente el anticuerpo primario por capilaridad con
ayuda de papel secante.

Realizar dos lavados en PBS de 5 minutos cada uno.

Secar los portaobjetos.

Aplicar el polimero marcador de peroxidasa suministrado por el
sistema EnVision, en cantidad suficiente para cubrir las muestras y
colocar cubreobjetos sobre las mismas.

Incubar a temperatura ambiente en cdmara humeda durante 1 hora.
Quitar los cubreobjetos sumergiendo los portaobjetos en un vaso de
precipitado con PBS, dejandolos resbalar dentro del mismo.

Realizar dos lavados en PBS de 5 minutos cada uno.

Secar los portaobjetos.

Aplicar la solucion de diaminobencidina (Liquido DAB) junto al
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cromdgeno-sustrato suministrados por el sistema EnVision, en cantidad
suficiente para cubrir las muestras y colocar cubreobjetos sobre las
mismas.

14.- Incubar a temperatura ambiente en camara hiimeda durante 5-10
minutos.

15.- Enjuagar las preparaciones con un chorro continuo de agua corriente
durante 10 minutos.

16.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina

H (Panreac®) y montar en medio sintético apropiado (Panreac®).

111.5. FOTOGRAFIADO Y MICROFOTOGRAFIADO

Dado que con el paso del tiempo disminuye significativamente la calidad e
intensidad de las reacciones enzimaticas ¢ inmunohistoquimicas en las muestras
procesadas, se procedid a realizar su fotografiado con celeridad. Utilizamos un
fotomicroscopio Zeiss, modelo Axiostop 40, con una camara Spot Insight QE,
modelo 4.2, y como soporte informatico para procesar las microfotografias digitales
el programa que suministraba la cdmara, el Spot 3.5 para Windows, perteneciente
todo a la Unidad Docente de Anatomia y Embriologia del Departamento de
Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas de la Universidad de Murcia. Las

preparaciones se fotografiaron a 4x, 10x, 20x y 40x y 63x.

De las fotografias a 4x y 10x se obtuvo una visiéon amplia de las secciones
musculares. Las fotografias a mayores aumentos permitieron obtener imagenes de un
mismo campo histologico sometido a las distintas técnicas, con el fin de analizar el
comportamiento tintorial de un mismo grupo de fibras musculares, proceder a su
identificacion y catalogacion, y establecer los porcentajes fibrilares relativos. Estos
ultimos se obtuvieron al contabilizar un minimo de 400 fibras incluidas en fasciculos
completos, de campos superficiales y profundos, elegidos al azar (Strbenc et al.,

2004).
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Asimismo, referir en este apartado de Material y Métodos que las fotografias
macroscopicas de los diferentes planos de diseccion de la musculatura objeto de
estudio se realizaron con una camara reflex digital Nikon, modelo D-70, siendo las

imagenes procesadas con el programa Adobe Photoshop CS2 para Windows.
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IV. RESULTADOS

IV.1. TIPOS DE FIBRAS EN EL MUSCULO SEMITENDINOSO
(MUSCULO CONTROL). FIGURAS 21-25; TABLAS 1 Y 11

IV.1.1. Técnicas histoquimicas

Las técnicas histoquimicas nos han permitido clasificar los distintos tipos de
miocitos en el masculo semitendinoso del perro, segun la actividad de la enzima
ATPasa miosinica (técnica mATPasa), frente a preincubaciones alcalinas y acidas, y

el potencial oxidativo (técnica NADH-TR).
IV.1.1.1. Técnica mATPasa
Al comparar secciones musculares transversales seriadas, sometidas a la

técnica mATPasa, se pueden identificar facilmente tres tipos principales de fibras

(Figura 21; A, B y C). De acuerdo a los criterios establecidos previamente para la
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especie canina (Snow et al., 1982; Latorre, 1990), y para este masculo en concreto
(Latorre et al., 1993b), las catalogamos como tipos I, 1A y Il propias del perro
(lp). En algunas de las preparaciones analizadas hemos detectado, ademas, un
cuarto tipo fibrilar denominado I1C, cuya presencia resulta muy escasa (< 0,5%)
(Figura 22). Por el grado de intensidad tintorial, la diferenciacién de estos tipos
fibrilares se aprecia nitidamente al aplicar la técnica mATPasa a preincubacion
alcalina, siendo idoneos los pH 10,4 y 10,5. La preincubacién &cida a pH 4,6
también permite diferenciar estos cuatro tipos fibrilares, aunque su distincion resulta
mas dificil en la mayoria de los cortes procesados. Mediante preincubacién acida a
pH 4,3 sblo es posible identificar tres tipos, ya que gran parte de las fibras que a
otras preincubaciones manifiestan una actividad tintorial intensa o moderada, la
pierden a este pH de preincubacion. En resumen, las caracteristicas histoquimicas de
los referidos tipos de fibras del musculo semitendinoso del perro por la resistencia de

la enzima mATPasa, frente a medios alcalinos y acidos, son las siguientes:

Fibras tipo I: actividad mATPasa alcalino-labil (tincion negativa) y

acido-estable (tincion muy fuerte).

Fibras tipo IlA: actividad mATPasa alcalino-estable (tincion muy
fuerte) y acido-labil (tincion negativa).

Fibras tipo Ilp (propias del perro): actividad mATPasa alcalino-
estable (tincion fuerte), acido-estable a pH 4,6 (tincion moderada) y &cido-1abil a pH
4,3 (tincion negativa).

Fibras tipo IIC: actividad mATPasa alcalino-estable (tincion

moderada) y acido-estable (tincion fuerte a pH 4,6 y moderada a pH 4,3).

IV.1.1.2. Técnica NADH-TR

En general, la capacidad oxidativa que se advierte en todos los tipos de fibras

identificados mediante la técnica mATPasa suele ser elevada, como lo pone de
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manifiesto el grado de intensidad tintorial que presentan con la técnica NADH-TR.
No obstante, algunas de las fibras tipo Il tienen dicha actividad atenuada o
disminuida (Figura 23).

Por tanto, desde el punto de vista exclusivamente histoquimico, y conforme a
los criterios establecidos para el musculo semitendinoso en la especie canina por
Latorre et al. (1993b), las fibras clasificadas como tipos I, IIA, llp y 1IC pueden ser
identificadas por el grado de intensidad tintorial que manifiestan frente a los dos

tipos de técnicas (Tabla I).

IVV.1.2. Técnica inmunohistoquimica

Los diferentes anticuerpos empleados frente a las cadenas pesadas de miosina
(MyHC), nos permiten comprobar que las fibras catalogadas histoquimicamente
como tipo | reaccionan, exclusivamente, con el anticuerpo BA-F8, especifico para la
isoforma de miosina lenta MyHC-1 (Figuras 21-D y 24). Al aplicar el anticuerpo
“Anti-Myosin Skeletal Slow” se observa que también marca, aunque con menor
intensidad, algunas de las fibras clasificadas histoquimicamente como tipo Il. Las
fibras descritas como Ilp reaccionan intensamente con el anticuerpo especifico para
la isoforma de miosina rapida MyHC-1Ix (BF-35 clon nuevo; desde este momento lo
denominaremos simplemente BF-35) (Figuras 21-E y 25). La mayoria de ellas
también se marcan, aunque menos intensamente, frente al anticuerpo especifico para
la isoforma de miosina rapida MyHC-lla (SC-71) (Figura 21, E-F). Las fibras
clasificadas histoquimicamente como Il1A reaccionan con el anticuerpo SC-71, si
bien el anticuerpo BF-35 también marca un gran numero de ellas (Figura 21, E-F).
Todos los subtipos fibrilares rapidos reaccionan intensamente con el anticuerpo
“Anti-Myosin Skeletal Fast”. Por ultimo, las fibras catalogadas histoquimicamente
como I1C reaccionan de forma moderada a fuerte ante los anticuerpos BA-F8, “Anti-
Myosin Skeletal Slow”, “Anti-Myosin Skeletal Fast” y SC-71.

Segun estos resultados inmunohistoquimicos, las fibras catalogadas como llp
son en realidad un conjunto de fibras hibridas XA, con una poblaciéon muy pequefia
de fibras puras I1X. Respecto a las fibras 1A, pensamos que en realidad son fibras
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hibridas I1AX en su mayoria, ya que contienen cadenas pesadas de miosina MyHC-
lla y MyHC-IIx, incluyendo, no obstante, una subpoblacién relativamente escasa de
fibras puras tipo IlIA. Por tanto, inmunohistoquimicamente observamos que el
musculo semitendinoso del perro esta integrado fundamentalmente por una poblacion
de fibras puras tipo | e hibridas tipos IHAX y 11XA, existiendo también, aunque en
muy escasa proporcion, los tipos fibrilares puros 1A y 11X, asi como aisladamente
alguna fibra tipo 11C (Tabla I1).
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mATPasa a diferentes pH de preincubacion. D-E: Técnica inmunohistoquimica con distintos
anticuerpos. En las imagnes se indican los principales tipos fibrilares descritos con ambas técnicas.
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Figura 22. Seccidn transversal del m. semitendinoso del perro. Técnica mATPasa acida a pH 4,3.
En la imagen se observa una fibra tipo I1C, tefiida de forma moderada en este rango de pH. Las
fibras I1C aparecen en muy escaso porcentaje (< 0,5%).

Figura 23. Seccion transversal del m. semitendinoso del perro. Técnica NADH-TR. En la imagen
se aprecia una alta capacidad oxidativa de los miocitos, aunque en algunas fibras tipo 1l puede estar
disminuida.
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Figura 24. Seccién transversal del m. semitendinoso del perro. Inmunomarcado con el anticuerpo
BA-F8. Reaccionan exclusivamente las fibras que contienen MyHC-I.

Figura 25. Seccidn transversal del m. semitendinoso del perro. Inmunomarcado con el anticuerpo
BF-35. Reaccionan las fibras que contienen MyHC-I11x.
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1V.1.3. Tablas

Tabla I. Caracteristicas tintoriales de las fibras del muisculo semitendinoso en el perro, tras aplicar
las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR)*.

Tipos de fibras

Técnica | 1A lp lHC
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ ++ +
MATPasa pH 4,6 +++ - + ++
mATPasa pH 4,3 +++ - - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++

* Intensidad de tincion relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o

negativa)

Tabla Il. Caracteristicas tintoriales de las fibras del masculo semitendinoso en el perro, tras aplicar las

técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR) y la inmunohistoquimica*.

Tipos de fibras

Técnica | 1A 1HAX 1IXA 11X 1C
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ +++ ++ ++ +
mATPasa pH 4,6 +++ - - + + ++
MATPasa pH 4,3 +++ - - - - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
BA-F8 +++ - - - - +/++
anti-1 (Sigma M 8421) +++ [+ -/+ [+ [+ +/++
anti-11 (Sigma M 4276) - A e B S e YA s +/++
BF-35 - - +/++ ++/+++ ++/+++ -
SC-71 - +4+/+++ [+ +/++ - +/++

* Intensidad de tincién relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o negativa)
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IV.2. TIPOS DE FIBRAS EN LOS MUSCULOS DE LA LENGUA.
FIGURAS 26-33; TABLAS 11 Y IV

Para analizar los resultados y su posterior discusion, del mdsculo lingual
propio debido a su compleja funcionalidad, a la diferente orientacion de sus fibras, y
siguiendo criterios de otros autores (Massimini, 1986), hemos obtenido muestras,
como ya se expuso en el apartado de Material y Métodos, que han sido procesadas

por separado a nivel de tres de sus regiones: raiz, cuerpo y veértice.

Las caracteristicas tintoriales histo e inmunohistoquimicas de los musculos
linguales, tanto extrinsecos como intrinsecos, son similares entre si, advirtiéndose, no

obstante, algunas particularidades.

IV.2.1. Técnicas histoquimicas

1VV.2.1.1. Técnica mATPasa

Como en el masculo semitendinoso, si comparamos secciones musculares
transversales seriadas de diferentes musculos linguales, sometidas a la técnica de
mATPasa a distintas preincubaciones, se pueden identificar con claridad cuatro tipos
fibrilares: fibras tipos I, 1A, llp y IIC. Este ultimo tipo (fibras IIC) se advierte
también en muy escaso porcentaje, especialmente en los musculos geniogloso y
estilogloso, asi como en la region del vértice del m. lingual propio. Las
caracteristicas de alcalino o acido labilidad se corresponden con las ya descritas en el
musculo control. Unicamente en el vértice del masculo lingual propio no se observan
fibras con actividad alcalino-1abil y acido-estable (fibras tipo I). Las fibras tipos 1A
y l1p se describen en todos los musculos linguales.
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IV.2.1.2. Técnica NADH-TR

La capacidad oxidativa que manifiestan los tipos fibrilares identificados
mediante la técnica mATPasa en todos los musculos linguales del perro, es de fuerte
a muy fuerte para las fibras tipo | y de moderada a fuerte en el resto, hecho
corroborado por su grado de intensidad tintorial frente a la técnica NADH-TR, tal y

como acontece en el masculo semitendinoso (musculo control).

Por consiguiente, tras el andlisis histoquimico y conforme a los criterios
establecidos para el musculo control, las fibras clasificadas como tipos I, lIA, llp y
I1C pueden ser evidenciadas, por el grado de intensidad tintorial que manifiestan con
los dos tipos de técnicas aplicadas (mMATPasay NADH-TR). Tabla Ill.

IVV.2.2. Técnica inmunohistoquimica

Tras aplicar la técnica inmunohistoquimica, observamos en todos los
musculos linguales, excepto en el vértice del masculo lingual propio, una poblacion
de fibras tipo | puras marcadas exclusivamente, y de manera intensa, con el
anticuerpo BA-F8, como en el musculo control. Todos los tipos y subtipos de fibras
rapidas reaccionan de manera uniforme con el anticuerpo “Anti-Myosin Skeletal
Fast”. Las fibras clasificadas como IIA segun la tincién de la mATPasa, se marcan
con el anticuerpo SC-71, aunque la mayoria de ellas lo hacen también, aunque en
menor medida, con el anticuerpo BF-35, por eso se clasifican como fibras hibridas
IIAX. Unicamente en el musculo hiogloso aparecen fibras puras I1A, que reaccionan
exclusivamente con el anticuerpo SC-71. Las fibras catalogadas como llp, en
cambio, se marcan con el anticuerpo BF-35, aunque casi todas reaccionan también
con el anticuerpo SC-71, por ello se describen como fibras hibridas IIXA. Una
extensa poblacion de fibras llp en el vértice del masculo lingual propio se marca
exclusivamente con el anticuerpo especifico para la MyHC-IIx, catalogandose pues
como fibras I1X puras. Las fibras histoquimicamente clasificadas como 1IC, que

observamos en los musculos geniogloso y estilogloso, asi como en el vértice del
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musculo lingual propio, reaccionan de manera algo diferente a como lo hacen en el
musculo semitendinoso. Concretamente, en los musculos geniogloso y estilogloso se
marcan de fuerte a muy fuerte con el anticuerpo especifico para la MyHC-1 y de
moderado a fuerte con el anticuerpo especifico para la MyHC-1Ix, pero no con el
anticuerpo SC-71 como acontecia en el masculo control. En el vértice del musculo
lingual propio, las fibras reaccionan con todos los anticuerpos empleados, con un
grado que va de moderado a fuerte o muy fuerte. Por Gltimo, en el musculo hiogloso
existe un tipo fibrilar que presenta el mismo grado de marcado (muy fuerte) tras
aplicar los dos anticuerpos especificos para las miosinas rapidas. Al no contemplar
en la Tesis Doctoral las técnicas de electroforesis y/o el andlisis de expresion del
ARN, que nos permitirian evaluar de forma cuantitativa la cantidad de isomiosina
que poseen, las hemos catalogado indistintamente dentro de cualquiera de los dos

tipos hibridos rapidos ya descritos (fibras 11XA o 11AX).

Tras combinar los resultados obtenidos mediante la aplicacion de las técnicas
histo e inmunohistoquimicas en los muasculos linguales del perro (ver Tabla 1V),
podemos identificar los mismos tipos miofibrilares que en el masculo control (fibras
tipos I, HHA, 11X, IHAX, 11XAy IIC).

IV.2.3. Analisis de la distribucion y porcentaje de los tipos

fibrilares en los musculos de la lengua

El musculo geniogloso (Figura 28) presenta un claro predominio de fibras
tipo 11 (70%), siendo el resto fibras tipo 1. Dentro de las fibras tipo I, los subtipos
ITAX y [1IXA presentan porcentajes muy similares (50% cada subtipo,

aproximadamente).

En cuanto al porcentaje de los miocitos descritos en el masculo hiogloso, se
aprecia también un claro predominio de las fibras rapidas (80% del total de la
poblacidn) frente a un 20% de fibras lentas (Figura 29). Dentro de la poblacion de

miocitos tipo I, existe una mayor cantidad de fibras hibridas tipo HHAX (65-70%)
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que de fibras hibridas tipo I1XA. Las fibras puras tipo IIA no superan el 3%,
observandose de forma aislada o en grupos de dos fibras en los fasciculos analizados.

En el musculo estilogloso predominan las fibras rapidas tipo 11XA (85%). Las
tipo I11C, que alcanzan un porcentaje de aproximadamente el 5%, se aprecian aisladas

dentro de la mayoria de los fasciculos musculares analizados (Figuras 26, 27 y 30).

Los porcentajes de los dos tipos fibrilares que se identifican en la raiz del
musculo lingual propio son equiparables (Figura 31), aunque con mayor
predominio de las fibras tipo 11AX (60%) frente a las tipo | (40%). Los fasciculos
musculares aparecen rodeados por abundante tejido conectivo. Las secciones
analizadas del cuerpo reflejan también un mayor predominio de fibras tipo 1HAX
(65%) respecto a las fibras tipo | (Figura 32). En cuanto a la distribucion de las
fibras tipo 11X en la region del vértice es uniforme (Figura 33), alcanzando un
porcentaje superior al 70%. Los miocitos tipo 11XA se disponen entre las fibras
musculares 11X por toda la superficie del corte histolégico, con un porcentaje
proximo al 30%. Las fibras I1C se localizan en los fasciculos méas periféricos y su

porcentaje es muy escaso (< 3%).

El aspecto general de los musculos linguales en cortes histolégicos a pocos

aumentos es bastante uniforme, con una disposicion en mosaico o tablero de ajedrez.
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Figura 26. Seccion transversal del m. estilogloso del perro. Técnhica mATPasa alcalina a pH 10,4.
En este corte histoldgico se observan las fibras tipo I (no tefiidas) y las fibras tipo 11 (tincion
intensa). Existe un predominio de fibras rapidas.

Figura 27. Seccidn transversal del m. estilogloso del perro. Técnica mATPasa acida a pH 4,3. En
esta imagen se pueden apreciar fibras tipo | (tincion intensa), fibras tipo 1l (no tefiidas), asi como
una fibra tipo 11C (tincion moderada).
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Flgura 28 Secmon transversal del m. geniogloso canino. Inmunomarcado con BA F8. Se observa
el predominio de las fibras rapidas y una distribucién fibrilar en mosaico.

Figura 29. Seccidn transversal del m. hiogloso del perro. Inmunomarcado con “Anti-Myosin
Skeletal Fast”. Este anticuerpo reacciona frente a todos los miocitos con miosina rapida. En la
imagen se aprecia un predominio de las fibras rapidas tipo II.
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Figura 30. Seccidn transversal del m. estilogloso canino. Inmunomarcado con “Anti-Myosin
Skeletal Slow”. En el perro dicho anticuerpo reacciona con las fibras tipo | y, de forma moderada,
con algunas fibras tipo Il. En la preparacion se observa un predominio de miocitos rapidos.

Figura 31. Seccidn transversal del m. lingual propio del perro (region de la raiz). Inmunomarcado
con BA-F8. Se aprecia una mayoria de fibras rapidas tipo Il (60%).
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Figura 32. Seccidn transversal del m. lingual propio del perro (region del cuerpo).
Inmunomarcado con BF-35. Predominio de fibras rapidas tipo Il, de las que un 65% se
corresponden con miocitos hibridos I1AX.

o : =

Figura 33. Seccidn transversal del m. lingual propio del perro (region del vértice).

Inmunomarcado con BF-35. Todos los miocitos aparecen marcados con este anticuerpo, no
observéandose fibras tipo I.
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1V.2.4. Tablas

Tabla Ill. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los misculos de la lengua en el perro, tras
aplicar las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR)*,

Tipos de fibras

Técnica | 1A lp lHC
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ ++ +
MATPasa pH 4,6 +++ - + ++
mATPasa pH 4,3 +++ - - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++

* Intensidad de tincion relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o

negativa)

Tabla IV. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los misculos de la lengua en el perro, tras aplicar las

técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR) y la inmunohistoquimica*.

Tipos de fibras

Técnica | 1A HAX 11XA 11X lHc
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ +++ ++ ++ +
mATPasa pH 4,6 +++ - - + + ++
mATPasa pH 4,3 +++ - - - - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
BA-F8 +++ - - - - +/++[+++
anti-1 (Sigma M 8421) +++ -+ -+ [+ [+ +/++[+++
anti-11 (Sigma M 4276) - e S o B am e R A= T L
BF-35 - - +/++ ++/+++ A [+
SC-71 - +4+[+++ 4+ +/++ - -+ ++

* Intensidad de tincién relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o negativa)
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IV.3. TIPOS DE FIBRAS EN LOS MUSCULOS DEL PALADAR Y
FAUCES. FIGURAS 34-44; TABLAS VY VI

En algunos de los animales objeto de estudio, por el escaso desarrollo del
musculo palatofaringeo (Evans, 1993), no diferenciable macroscopicamente del
masculo terigofaringeo, ambas entidades musculares fueron disecadas, procesadas y
analizadas conjuntamente, como ya se indico en el apartado de Material y Métodos.
Por este motivo, asi como por tener una relacion filogenética cercana y una
funcionalidad similar (Pefiuela, 1989), aunque pertenezcan a sistemas musculares
diferentes (5 edicion de la N6mina Anatémica Veterinaria, 2005), los resultados
fibrilares correspondientes al musculo palatofaringeo seran referidos, junto a los del

terigofaringeo, en el subapartado 1V.4 relativo a la musculatura faringea.

IVV.3.1. Técnicas histoquimicas

1VV.3.1.1. Técnica mATPasa

En el masculo palatino se identifican los cuatro tipos fibrilares descritos en el
musculo semitendinoso o musculo control. Es decir, fibras lentas tipo I con actividad
alcalino-labil y &cido-estable, fibras rapidas tipo 1A con actividades alcalina y acida
inversas a las referidas para las fibras tipo |, asi como fibras tipo 11p alcalino-estables
y parcialmente acido-estables. Las fibras tipo 11C aparecen de forma aislada en los
campos histologicos analizados (Figuras 34 y 35).

El mdsculo elevador del velo palatino presenta una mayoria de fibras con
actividad alcalino-estable (tincién fuerte) a pH 10,4 y 10,5, acido-estable a pH 4,6
(tincién moderada) y acido-l&bil a pH 4,3. Histoquimicamente, en base a la reaccion
mATPasa, se catalogan como fibras de contraccion rapida tipo Ilp, acorde con los
criterios establecidos para el muasculo semitendinoso (Figuras 36 y 37). El resto de
las fibras se clasifican como tipo I, con similares caracteristicas tintoriales a las del

masculo control. Es decir, alcalino-labiles (tincion negativa) y acido-estables (tincion
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muy fuerte) a pH 4,3 y 4,6. De forma aislada se advierten algunas fibras que
comparten las propiedades histoquimicas de las fibras I1C: alcalino y &cido-estables
moderadas en todos los rangos de pH.

La composicion fibrilar del musculo tensor del velo palatino tras aplicar la
técnica mATPasa, difiere ostensiblemente del resto de musculos del paladar y fauces
(Figura 38). Por un lado, presenta fibras &cido-estables con tincion muy fuerte en los
dos rangos de pH contemplados y alcalino-estables (tincion muy fuerte). Se
clasifican como tipo 1M, de acuerdo con los estudios de Rowlerson et al. (1981,
1983), en los que analizan los tipos fibrilares de los musculos mandibulares en el
gato y de los muasculos derivados del primer arco branquial en carnivoros y primates.
Existen también fibras tipo I, a las que catalogamos en base a trabajos realizado por
otros autores (Alvarez, 1992), ya que su tincion difiere del patron clasico descrito en
el masculo control para este tipo fibrilar. Concretamente son fibras alcalino-labiles y
acido-estables, si bien su grado de intensidad tintorial frente al pH &cido es menor al
de las fibras clasificadas como IIM y muy parecido, en el rango de pH 4,6, a las
fibras tipo Ilp. Por ultimo, se describen fibras tipo Ilp que presentan una tincion
moderada a pH alcalino, en tanto que a pH acido 4,6 manifiestan la misma intensidad
tintorial que las fibras tipo I. Referir también un tipo fibrilar de tamafio mucho menor
a los descritos anteriormente, que se tifie muy fuertemente a pH alcalino y de fuerte a
muy fuerte a pH &cido. Podria corresponderse con las fibras denominadas “tonico-
lentas” por Mascarello et al. (1983), al estudiar el musculo tensor del timpano

canino.

1VV.3.1.2. Técnica NADH-TR

La capacidad oxidativa de los tipos fibrilares identificados con la mATPasa
en los musculos del paladar y fauces es bastante elevada para los miocitos tipo | y
mas atenuada para el resto de tipos fibrilares, como lo pone de manifiesto el grado de
intensidad tintorial ante la NADH-TR (Figuras 39 y 40).
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Siguiendo los criterios establecidos para el musculo control y los de
Rowlerson et al. (1981, 1983), Mascarello et al. (1983), y Alvarez (1992) para los
tipos fibrilares especiales que aparecen en el muasculo tensor del velo palatino, las
fibras descritas como tipos I, 1A, 1Ip, 1M, “ténico-lentas” y 11C se reconocen por el
grado de tincion que muestran frente a las técnicas mATPasa y NADH-TR (Tabla
V).

IVV.3.2. Técnica inmunohistoquimica

Mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, evidenciamos que las
fibras catalogadas como Ilp en los musculos palatino y elevador del velo palatino,
reaccionan fuertemente, y sin distincion, con los dos anticuerpos especificos para las
isoformas de miosina rapida MyHC-lIx y MyHC-lla, asi como con el anticuerpo
“Anti-Myosin Skeletal Fast”. Sin embargo, dichas fibras no se marcan con el
anticuerpo BA-F8, especifico para la isoforma de miosina lenta MyHC-I. Se
clasifican, por tanto, como fibras tipos 11XA o IHAX. Es decir, fibras hibridas que
coexpresan dos isoformas MyHC diferentes (IIx+lla). En cambio, las fibras llp del
musculo tensor del velo palatino se clasifican como 11X puras, pues Unicamente

reaccionan con el anticuerpo BF-35 (Figuras 41y 42).

Las fibras del musculo palatino catalogadas histoquimicamente como IIA,
reaccionan indistintamente con los dos anticuerpos especificos para las isoformas de
miosina rdpida MyHC-lIx (BF-35) y MyHC-lla (SC-71), por lo que
inmunohistoquimicamente se catalogan como fibras hibridas 1HAX o IIXA, al

coexpresar ambas isoformas de miosina.

La poblacion fibrilar definida histoquimicamente como tipo I, en los
musculos analizados del paladar y fauces, reacciona fuertemente con los anticuerpos
BA-F8 y “Anti-Myosin Skeletal Slow”, y negativamente con los anticuerpos BF-35,
SC-71 y “Anti-Myosin Skeletal Fast”. La correspondencia entre la reaccién
mATPasa y los anticuerpos monoclonales también se advierte en las fibras I1IC,
segun el criterio seguido con el masculo control (Figuras 41-43).
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Las fibras clasificadas histoquimicamente como IIM constatamos que no se
marcan con los anticuerpos utilizados en este trabajo de Tesis Doctoral (Figura 43).

Por ultimo, por lo que respecta a las fibras que hemos considerado como
“ténico-lentas” en base a los criterios de Mascarello et al. (1983), se observa que
reaccionan de forma muy marcada con todos los anticuerpos especificos para las
isoformas MyHC-I, MyHC-Ilay MyHC-IIx (Figura 43).

En resumen, en los musculos del paladar y fauces detectamos los tipos
fibrilares I, 11X, IHAX o IIXA y IIC, que también se describen en el masculo
semitendinoso y, ademas, dos tipos de miocitos no referidos en el musculo control, el
tipo 1IM vy las fibras que hemos considerado “tonico-lentas”. Las propiedades
tintoriales combinadas de las técnicas histo e inmunohistoquimicas para los misculos

del paladar y fauces aparecen reflejadas en la Tabla VI.

IV.3.3. Analisis de la distribucion y porcentaje de los tipos

fibrilares en los musculos del paladar y fauces

El masculo palatino presenta una distribucion fibrilar en mosaico con un
53% de fibras rapidas hibridas tipo IIAX o IIXA, siendo el resto de la poblacién
(47%) fibras lentas tipo | (Figuras 34 y 35).

En el masculo elevador del velo palatino, el porcentaje de fibras hibridas
tipo IIXA o IIAX constituye, aproximadamente, un 98% del total de fibras
contabilizadas, correspondiendo el 2% restante a fibras puras tipo I. Asimismo,
evidenciamos alguna fibra tipo I1C aislada, no siendo significativa su proporcion en
el total de la poblacion (Figura 37).

Respecto al mdsculo tensor del velo palatino, existe una presencia
mayoritaria de fibras tipo IIM. Las fibras tipo | tienen un mayor porcentaje en los
fasciculos periféricos. Globalmente representan aproximadamente entre el 5y el 10%
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de la poblacién total de miocitos, si bien en la regién periférica existen fasciculos con
porcentajes cercanos al 60%. En dichos fasciculos apreciamos también una mayor
frecuencia de fibras tipo 11X que, por lo general, son muy escasas. Respecto a las
fibras “tonico-lentas”, también se distribuyen uniformemente por los fasciculos
periféricos, como las fibras tipos | y IIX, si bien su porcentaje no supera el 3%
(Figura 44).
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Figura 34. Seccidn transversal del m. palatino del perro. Técnica mATPasa alcalina a pH 10,5. Se
identifican tres tipos de fibras: fibras tipo | (no tefiidas), tipo I1A (tincion intensa) y tipo llp (tincion
moderada). Distribucién fibrilar en mosaico.

AR N R = e
Figura 35. Seccidn transversal del m. palatino del perro. Técnica mATPasa acida a pH 4,3. En esta

imagen las fibras tefiidas se corresponden con las tipo I, mientras que las fibras rapidas tipo Il no se
tifien. Se advierte un predominio de miocitos rapidos.
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Figura 36. Seccidn transversal del m. elevador del velo palatino del perro. Técnica mATPasa
alcalina a pH 10,4. En la preparacion se identifican tres tipos de fibras: fibras tipo | (sin tefiir);
fibras tipo llp (tincion fuerte); fibras tipo I1C (tincién moderada).

-

Figura 37. Seccidn transversal del m. elevador del velo palatino del perro. Técnica mATPasa acida
a pH 4,3. En esta imagen a pocos aumentos, se observa el elevado porcentaje de las fibras rapidas
tipo 1l.
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Figura 38. Secciones transversales seriadas del m. tensor del velo palatino del perro. A) Técnica
mMATPasa alcalina a pH 10,5. B) Técnica mATPasa acida a pH 4,6. Las fibras tipo [1M presentan
una intensa tincion con pH alcalino y acido. Las fibras tipo | manifiestan, a pH &cido, menor
intensidad tintorial que en el resto de masculos.
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Figura 40. Seccion transversal del m. tensor del velo palatino del perro. Técnica NADH-TR. En
general, todas las fibras expresan una capacidad oxidativa de moderada a fuerte o muy fuerte.
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Figura 41. Seccidn transversal seriada del m. elevador del velo palatino del perro. Inmunomarcado
con BA-F8. La poblacion fibrilar de este misculo es principalmente de fibras rapidas

(aproximadamente un 98%).
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Figura 42. Seccion transversal seriada del m. elevador del velo palatino del perro. Inmunomarcado
con SC-71. Se marcan las fibras que contienen MyHC-Ila, que en este misculo también reaccionan
con el anticuerpo BF-35.
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Figura 43. Secciones transversales seriadas del m. tensor del velo palatino del perro. Inmunomarcado con

diferentes ac. monoclonales. Se indican los principales tipos fibrilares descritos para este mdsculo.  *
Estas fibras podrian corresponderse con las denominadas “tonico-lentas” por Mascarello et al. (1983).
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Figura 44. Seccion transversal del m. tensor del velo palatino en el perro. Técnica mATPasa
alcalina a pH 10,5. En la imagen se puede apreciar la regionalizacion que presenta, advirtiéndose

una zona periférica donde predominan las fibras tipo I, con fasciculos de porcentajes préximos al
60%. Se aprecia también una region central donde predominan las fibras tipo 1IM.
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1V.3.4. Tablas

Tabla V. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los misculos del paladar y fauces en el perro, tras

aplicar las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR)*,

Tipos de fibras

Técnica | 1A lp “ténico-lenta” M 1HC
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ +/++ +++ +++ +
mATPasa pH 4,6 ++/+++ - +H++ ++/+++ +++ ++
mATPasa pH 4,3 ++/+++ - - ++/+++ +++ +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++

* Intensidad de tincién relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o negativa)

Tabla VI. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los masculos del paladar y fauces en el perro, tras

aplicar las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR) y la

inmunohistoquimica*.

Tipos de fibras

Técnica | HAX 0 IIXA  *“tonico-lenta” 1M X lc
mATPasa pH 10,4-10,5 - ++/+++ +++ +++ + +
mATPasa pH 4,6 ++/+++ -1+ ++/+++ +++ ++ ++
mATPasa pH 4,3 ++/+++ - ++/+++ +++ - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
BA-F8 +++ - +++ - - +/++
anti-1 (Sigma M 8421) +++ -[+ +++ - -[+ +/++
anti-11 (Sigma M 4276) - ++/+++ +++ - ++/+++  H/++
BF-35 - +/++[+++ +++ - ++/+++ -
SC-71 - +/++[+++ +++ - - +/++

* Intensidad de tincién relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o negativa)
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IV.4. TIPOS DE FIBRAS EN LOS MUSCULOS FARINGEOS.
FIGURAS 45-61; TABLAS VII Y VIII

Las caracteristicas tintoriales histo e inmunohistoquimicas de los musculos
faringeos, donde incluimos al palatofaringeo del grupo del paladar y fauces, resultan
similares, advirtiéndose mas peculiaridades y diferencias en el mdsculo

cricofaringeo.

IV.4.1. Técnicas histoquimicas

1IVV.4.1.1. Técnica mATPasa

Los musculos palatofaringeo y terigofaringeo presentan fibras con actividad
alcalino-labil y acido-estable, que se clasifican como tipo I, segun los criterios
seguidos para el musculo control. Asimismo, con la aplicacion de la mATPasa
observamos dos tipos de fibras rapidas que catalogamos como 1A y llp, acorde con
los criterios anteriormente referidos. Ocasionalmente también se diferencian fibras
tipo 11C.

En el masculo estilofaringeo caudal se describen idénticos tipos fibrilares a
los resefiados para los musculos palatofaringeo y terigofaringeo: fibras tipo | acido-
estables, fibras tipo 1A acido-labiles, fibras I1p acido-estables a pH 4,6 y fibras tipo
11C parcialmente alcalino y &cido-estables (Figura 45).

El masculo hiofaringeo también presenta los tipos fibrilares descritos en los
musculos anteriormente referidos. Fibras con actividad alcalino-estable (tincion
fuerte) a pH 10,4 y 10,5, &cido-estable a pH 4,6 (tinciébn moderada) y acido-labil a
pH 4,3, que clasificamos histoquimicamente, en base a la reaccion mATPasa, como
fibras Ilp. Asimismo, observamos fibras tipo | con idénticas caracteristicas
tintoriales a las referidas en el musculo control (mdsculo semitendinoso). Es decir,

alcalino-labiles (tincion negativa) y &cido-estables (tincién muy fuerte) a pH 4,3 y
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4,6. También se advierten fibras que comparten las propiedades histoquimicas de las
fibras I1A: alcalino-estables y acido-labiles. Por altimo, identificamos de forma
aislada miocitos que poseen las caracteristicas de acido y alcalino-estabilidad de las
fibras 11C (Figura 46).

En el masculo tirofaringeo detectamos, tras aplicar la técnica mATPasa, los
mismos tipos fibrilares que en el musculo semitendinoso. Fibras alcalino-labiles y
acido-estables, que clasificamos como tipo 1. Por otra parte, fibras alcalino-estables y
acido-labiles a las que denominamos como tipo 1A, y fibras alcalino-estables y
parcialmente acido-estables (a pH 4,6) que catalogamos como Ilp. Observamos
también, en numero muy escaso, fibras tipo 1IC, con idénticas caracteristicas

tintoriales a las descritas en el musculo control (Figura 47).

Por ultimo, en el masculo cricofaringeo podemos describir también los
cuatro tipos de miocitos que aparecen en el musculo control. Fibras tipo I, cuyas
caracteristicas tintoriales son las referidas para el musculo semitendinoso. Fibras tipo
1A, alcalino-estables y acido labiles en el rango de pH contemplado en este trabajo.
Fibras tipo Ilp, alcalino-estables (con un grado de intensidad de tincion menor que
las fibras 11A) y parcialmente acido-estables (a pH 4,6). Fibras tipo 11C, parcialmente
alcalino-estables (grado de tincion moderado) y &acido-estables (tincion moderada a
pH 4,3y fuerte a pH 4,6) (Figura 48).

IV.4.1.2. Técnica NADH-TR

Como en el musculo control, la intensidad de tincion, tras aplicar la técnica
NADH-TR, que manifiestan los cuatro tipos fibrilares descritos en los musculos
faringeos resulta fuertemente oxidativa en las fibras tipo | y del mismo grado o algo

menor en el resto de tipos fibrilares (Figura 49).

En la Tabla VII se reflejan con detalle las propiedades histoquimicas de los

musculos faringeos.
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IV.4.2. Técnica inmunohistoquimica

Tras el analisis inmunohistoquimico de las muestras de los musculos

faringeos podemos describir los siguientes tipos de fibras:

-Fibras puras tipo I: se marcan exclusivamente con el anticuerpo BA-
F8 y el “Anti-Myosin Skeletal Slow”. Se corresponden con las fibras

histoquimicamente catalogadas como tipo I.

-Fibras puras tipo I1A: reaccionan solo con el anticuerpo SC-71. Son
anélogas a las clasificadas como IlA tras aplicar la técnica de la mATPasa.

-Fibras puras tipo 11X: son marcadas Unicamente con el anticuerpo

BF-35. Histoquimicamente poseen las propiedades de las fibras descritas como llp.

-Fibras hibridas tipo 11C: reaccionan con el anticuerpo BA-F8 y con el
especifico para la isoforma de miosina MyHC-lla. Se corresponden con las fibras

catalogadas como IIC tras realizar las técnicas histoquimicas.

-Fibras hibridas tipo 11XA: marcado muy fuerte al enfrentar las
preparaciones al anticuerpo BF-35 y fuerte con el SC-71. En general, son fibras que

histoquimicamente mediante la técnica de la mATPasa se describen como tipo Ilp.

-Fibras hibridas tipo 1 AX: reaccionan muy fuerte con los anticuerpos
SC-71 y de forma moderada a fuerte con el BF-35. Se trata de fibras referidas como

I1A con las técnicas histoquimicas.

Todos los subtipos de fibras Il se marcan con el anticuerpo “Anti-Myosin
Skeletal Fast”. El anticuerpo “Anti-Myosin Skeletal Slow”, al igual que sucede en el
musculo control y en todos los musculos analizados en este trabjo de Tesis Doctoral,

también reacciona, aungque en menor medida, con algunos de estos miocitos.
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En las Figuras 50-59 podemos observar los tipos fibrilares descritos en los
distintos musculos. La Tabla V111 refleja las propiedades tintoriales histoquimicas e

inmunohistoquimicas de los musculos faringeos.

En las muestras procesadas conjuntamente de los musculos palatofaringeo y
terigofaringeo no se describe el tipo fibrilar 11X. EI mdsculo estilofaringeo caudal
posee, por un lado, fibras puras tipo | y, por otro, fibras hibridas que podemos
catalogar de forma indistinta como IIXA o IIAX, ya que se tifien de manera muy
intensa y en igual medida con los dos anticuerpos empleados para las fibras rapidas
tipo 11, el BF-35 y el SC-71. ElI musculo hiofaringeo se comporta tintorialmente a
nivel inmunohistoquimico como los musculos palato y terigofaringeo, apareciendo
idénticos tipos fibrilares. Por ultimo, por lo que respecta a los musculos tirofaringeo
y cricofaringeo, se advierten los seis tipos fibrilares descritos anteriormente.
También tenemos grupos de fibras que podemos catalogar indistintamente como
IHIAX o IIXA, por los motivos ya expuestos. Ademas, en el masculo cricofaringeo
observamos alguna fibra aislada que no se marca con los anticuerpos especificos
utilizados, no incluyéndose dentro de los tipos fibrilares descritos con los criterios

seguidos para el musculo semitendinoso (musculo control).

IV.4.3. Analisis de la distribucion y porcentaje de los tipos

fibrilares en los musculos faringeos

En las muestras procesadas en conjunto de los muasculos palatofaringeo y
terigofaringeo observamos un predominio de las fibras rapidas (90%) sobre las tipo
I (10% del total de fibras contabilizadas). De las fibras rapidas, un 10% son fibras
hibridas tipo 11AX, algo menos del 3% fibras I1A puras y el resto fibras hibridas
I1XA. Las fibras tipo | se distribuyen uniformemente por los fasciculos. Las fibras
hibridas I11AX se disponen en agrupaciones de 2 a 8 miocitos.

La distribucion de los dos tipos fibrilares descritos en el musculo
estilofaringeo caudal es uniforme y en tablero de ajedrez. Predominan las fibras
hibridas tipo Il (62%) sobre las fibras puras tipo | (38%).
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El muasculo hiofaringeo presenta un claro predominio de las fibras de
contraccion rapida sobre las fibras tipo | (14%), que aparecen distribuidas dentro de
los fasciculos musculares. De las fibras tipo Il, un 11% pertenecen al tipo puro IIA,
siendo las restantes fibras hibridas 1HAX o IIXA. La distribucion del tipo 1A es
uniforme, observandose en grupos de 2 a 4 miocitos por la superficie de los cortes
histoldgicos.

El musculo tirofaringeo presenta, como los musculos anteriores, un claro
predominio de fibras de contraccion rapida sobre los miocitos tipo |
(aproximadamente el 10%). Las fibras puras tipo IIA aparecen de forma aislada y
son muy raras, igual que las fibras tipo I11C. Las fibras puras tipo 11X son también
escasas (aproximadamente el 5%). El resto de fibras son hibridas tipos 1AX o I1XA.

La distribucion de todos los tipos fibrilares es uniforme en mosaico.

Al estudiar la distribucion fibrilar en el musculo cricofaringeo observamos
que existen dos compartimentos o regiones, diferenciadas por los tipos fibrilares que
presentan (Figuras 60 y 61). En la mayor parte del musculo cricofaringeo
predominan las fibras tipo | (80%), siendo el resto fibras hibridas 1IXA o IIAX y
alguna fibra tipo I1IC (aproximadamente el 5%). Es en esta region muscular con un
predominio fibrilar lento donde hemos encontrado las fibras que no se marcan con
ningun anticuerpo, y que representan menos del 2%. En las regiones musculares
periféricas se describen fasciculos donde se invierte la proporcion entre el tipo
fibrilar lento (8%) y los rapidos (92%). Dentro de los subtipos de miocitos con
formas répidas de miosina, observamos un predominio de las fibras tipo 11X puras
(55%), sequido de las fibras 1A (21%) y en menor medida de las fibras hibridas
tipos 11XA o I1AX (16%), no advirtiéndose en estas regiones periféricas fibras tipo
lC.
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Figura 45. Seccidn transversal del m. estilofaringeo caudal del perro. Técnica mATPasa 4cida a
pH 4,3. Se identifican dos tipos fibrilares con esta incubacion: fibras tipo I (tincion oscura) y fibras

tipo Il (tincién clara).
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Figura 46. Seccidn transversal del m. hiofaringeo canino. Técnica mATPasa acida a pH 4,6. En
este corte histolégico se diferencian tres tipos de miocitos: fibras tipo | (tincion intensa); fibras tipo
I1A (sin tefiir) y fibras tipo llp (tincién moderada).
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Figura 47. Seccion transversal del m. tirofaringeo canino. Técnica mATPasa acida a pH 4,3. Se
identifican tres tipos de miocitos: fibras tipo | (tincién intensa); fibras tipo 11 (sin tefir) y fibras tipo
I1C (tincion moderada y presencia aislada).
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Figura 48. Seccidn transversal del m. cricofaringeo del perro. Técnica mATPasa acida a pH 4,6.

En la imagen podemos diferenciar tres tipos fibrilares: fibras tipo I (tincién intensa), fibras tipo 1A
(ausencia de tincion) y fibras tipo Ilp (tincién moderada).
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Figura 49. Secciones transversales de distintos musculos de la faringe del perro tras aplicar la
técnica NADH-TR. La capacidad oxidativa es mayor en las fibras tipo I; la de los miocitos rapidos
es menor, aunque puede variar segun el masculo analizado. A) M. terigofaringeo. B) M.
estilofaringeo caudal. C) M. hiofaringeo. D) M. tirofaringeo. E) M. cricofaringeo.
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Figura 50. Seccién transversal de los mm. palatofaringeo y terigofaringeo del perro.
Inmunomarcado con BA-F8. En este corte histologico aparecen marcados exclusivamente los
miocitos que contienen MyHC-1.

Figura 51. Seccidn transversal del m. terigofaringeo del perro. Inmunomarcado con “Anti-Myosin

Skeletal Fast”. Este anticuerpo reacciona sélo con los tipos y subtipos de fibras Il, que en este
musculo pueden suponer hasta un 90% del total de la poblacion de miocitos.
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Figura 52. Seccidn transversal del m. estilofaringeo caudal del perro. Inmunomarcado con “Anti-
Myosin Skeletal Slow”. Las fibras tipo | alcanzan porcentajes cercanos al 40%. Este anticuerpo
también reacciona, en menor grado, con algunas fibras tipo I1.

Figura 53. Seccidn transversal del m. estilofaringeo caudal canino. Inmunomarcado con BF-35.
La disposicion de sus miocitos es en tablero de ajedrez, con predominio de las fibras hibridas I1AX
o lIXA.
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Figura 54. Seccidn transversal del m. hiofaringeo del perro. Inmunomarcado con BA-F8. Se
pueden identificar dos tipos de miocitos: fibras tipo | (marcadas) y fibras tipo Il (no marcadas).

Figura 55. Seccidn transversal del m. hiofaringeo del perro. Inmunomarcado con SC-71. Este
anticuerpo reacciona con las fibras que tienen MyHC-Ila. EI m. hiofaringeo posee en torno a un
10% de fibras 11A puras.
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Figura 56. Seccidn transversal del m. tirofaringeo canino. Inmunomarcado con “Anti-Myosin
Skeletal Fast”. Este musculo presenta un claro predominio de fibras de contraccion rapida (90%).
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Figura 57. Seccidn transversal del m. tirofaringeo del perro. Inmunomarcado con BF-35. Sobre un
5% de las fibras tipo Il de este musculo son fibras puras 11X, que reaccionan con intensidad ante
este anticuerpo.
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Figura 58. Seccidn transversal del m. cricofaringeo del perro. Inmunomarcado con “Anti-Myosin
Skeletal Slow”. Se observa una region muscular con predominio claro de fibras lentas tipo I.
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Figura 59. Seccidn transversal del m. cricofaringeo del perro. Inmunomarcado con BA-F8.
Imagen correspondiente a otra region del musculo donde predominan las fibras rapidas tipo II.
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Figura 60. Seccion transversal seriada del m. cricofaringeo del perro. Técnica mATPasa a pH
10,5. En esta imagen a pocos aumentos se puede apreciar la regionalizacion de este masculo.
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Figura 61. Seccidn transversal seriada del m. cricofaringeo del perro. Técnica mATPasa a pH 4,6.

En este corte se observa la inversion del patron tintorial, asi como la existencia de dos regiones: una
region perférica rapida y una region central lenta.
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IV.4.4. Tablas

Tabla VII. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los masculos faringeos y el palatofaringeo en
el perro, tras aplicar las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-
TR)*.

Tipos de fibras

Técnica | 1A lp lHC
mATPasa pH 10,4-10,5 - +++ ++ +
MATPasa pH 4,6 +++ - + ++
mATPasa pH 4,3 +++ - - +
NADH-TR ++/+++ +/++ +/++ +/++

* Intensidad de tincion relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o

negativa)

Tabla VIII. Caracteristicas tintoriales de las fibras de los masculos faringeos y el palatofaringeo en el
perro, tras aplicar las técnicas histoquimicas (mATPasa a diferentes preincubaciones y NADH-TR) y la

inmunohistoquimica*.

Tipos de fibras

Técnica | 1A IHHAX 1IXA 11X 1C
mATPasa pH 10,4-10,5 - o+ 4+ + + n
mATPasa pH 4,6 +++ - - + + ++
MATPasa pH 4,3 +++ - - - - +
NADH-TR +4+/+++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
BA-F8 +++ - - - - +/++
anti-1 (Sigma M 8421) +++ -1+ -+ -+ -+ +/++
anti-11 (Sigma M 4276) - ++/+++ [+ [ [+ +/++
BF-35 - - +/++ ++/+++ -
SC-71 - +4+/+++ [+ +/++ - +/++

* Intensidad de tincidn relativa de los diferentes tipos de fibras: +++ (muy fuerte), ++ (fuerte), + (moderada), - (muy débil o negativa)
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V. DISCUSION

V.1. MUSCULO SEMITENDINOSO (MUSCULO CONTROL)

El semitendinoso es uno de los musculos apendiculares mas estudiado en
cuanto a la composicion fibrilar, tanto en el perro: Gunn (1978), Armstrong et al.
(1982), Snow et al. (1982), Latorre (1990), Latorre et al. (1993b), Rivero et al.
(1994), Smerdu et al. (2005), Strbenc et al. (2004, 2006) y Acevedo y Rivero (2006),
como en otras especies: Gunn (1978) y Grotmol et al. (2002) en el caballo, Argiiello
et al. (2001) en la cabra, Mattson et al. (2002) en el hamster. Se trata de una entidad
muscular muy bien caracterizada histoquimica e inmunohistoquimicamente, razones
por las que decidimos seleccionarlo como miusculo control, procesandolo
conjuntamente con el resto de misculos analizados, tal y como ya hemos referido en

el epigrafe de Material y Métodos.

Su funcién principal en el perro consiste en la extension de la cadera y de las

articulaciones tarsianas, al tiempo que flexiona la articulacion de la rodilla. Se
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topografia por la region caudal del miembro pelviano, dispuesto entre los vientres
musculares del biceps del fémur y del semimembranoso. Presenta dos porciones,
ambas inervadas por los ramos musculares proximales del nervio tibial. Dicha
division, documentada en otros mamiferos, por ejemplo en el gato por English y
Weeks (1987) y Chanaud et al. (1991), determina que la composicion fibrilar sea
distinta segun la porcion muscular de la que se tome la muestra. Gunn (1978)
demostrd en el perro variaciones significativas de su composicion fibrilar en una
seccion muscular transversal completa. Refiere, en general, una mayor poblacion de
fibras lentas en las zonas profundas en contraposiciéon con las zonas periféricas
donde predominan las fibras rapidas, excepto en el galgo donde se invierten las
proporciones de miocitos. Armstrong et al. (1982) describen un predominio de fibras
rapidas sobre las lentas (28%) en el musculo semitendinoso del perro, observando
igualmente un mayor porcentaje de este tipo fibrilar en las zonas profundas, aunque
sin establecer diferencias interraciales. En la especie equina, Grotmol et al. (2002)
también aprecian diferencias en la distribucion de los tipos fibrilares entre zonas
profundas y periféricas del musculo, prevaleciendo las fibras lentas tipo I en las
zonas profundas, sin valorar tampoco posibles diferencias entre razas. En nuestro
trabajo, todas las muestras las hemos tomado de las zonas superficiales del musculo
semitendinoso, donde comprobamos que la proporcion de fibras tipo I resulta menor

que la poblacion de fibras rapidas.

El semitendinoso es funcionalmente un misculo mas locomotor que postural,
con mayor porcentaje de fibras rapidas que de lentas. Por otra parte, el perro es un
“corredor de largas distancias, por excelencia” (Snow et al., 1982), presentando gran
cantidad de fibras de elevado potencial oxidativo, hecho éste que se traduce en una
mayor resistencia a la fatiga. Ambos aspectos han sido evidenciados en las muestras
por nosotros procesadas. En este apartado de Discusion hemos de valorar
detalladamente los resultados de este musculo, comparandolos con los obtenidos por

otros autores, para justificar asi su empleo como patron de referencia.

Al aplicar las técnicas de la ATPasa miosinica con preincubaciones acidas y

alcalinas, podemos diferenciar hasta cuatro tipos fibrilares a los que denominamos
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como tipos I, IIA, IIp y IIC, de acuerdo a la nomenclatura establecida por Latorre
(1990) y Latorre et al. (1993b). Las fibras tipo I manifiestan una actividad mATPasa
alcalino-labil y acido estable; las fibras ITA una actividad alcalino-estable y écido-
labil; las fibras tipo IIp, denominadas IIB por algunos autores como Rivero et al.
(1994), poseen una actividad mATPasa alcalino-estable, acido-estable a pH 4,6 y
acido-labil a pH 4,3; y, por ultimo, las fibras IIC consideradas fibras de transicion de
muy escaso porcentaje en el adulto, hecho corroborado en nuestros resultados, son
fibras parcialmente alcalino y &cido-estables. Nuestros resultados coinciden con los
hallazgos y criterios ya establecidos por otros autores (Snow et al., 1982; Latorre,
1990; Latorre et al., 1993b). Por dichas razones consideramos que, desde el punto de
vista de la actividad mATPasa, el musculo semitendinoso resulta idéoneo como
musculo control, pues los patrones tintoriales que presenta estan perfectamente

definidos, contrastados y corroborados en la bibliografia consultada.

Otro tanto podemos referir sobre la determinacion de la actividad oxidativa de
las fibras del musculo semitendinoso mediante la técnica NADH-TR. Los resultados
que hemos obtenido coinciden con los de otros autores (Snow et al., 1982; Latorre,
1990; Latorre et al., 1993b; Rivero et al., 1994; Smerdu et al., 2005; Strbenc et al.
2004, 2006; Acevedo y Rivero, 2006). Es decir, tincion de moderada a fuerte o muy
fuerte en todas sus fibras, equivalente a una alta resistencia a la fatiga, caracteristica

tintorial que generalmente poseen los miocitos de esta especie.

Por ultimo, en cuanto a los resultados obtenidos tras el empleo de anticuerpos
monoclonales especificos para las cadenas pesadas de miosina MyHC-I, MyHC-Ila y
MyHC-IIx, observamos que las fibras lentas tipo I se marcan clara y exclusivamente
con el anticuerpo BA-FS8, especifico para la MyHC-I. Las fibras catalogadas
histoquimicamente como IIp lo hacen con el anticuerpo BF-35 que marca
especificamente la MyHC-IIx, por lo que pasan a denominarse fibras IIX. No
obstante, la mayor parte de estas fibras reaccionan también, en menor medida, con el
anticuerpo SC-71 especifico para la MyHC-IIa; es decir, las consideramos fibras
hibridas tipo IIXA. Las fibras histoquimicamente descritas como IIA se marcan con

el anticuerpo SC-71, aunque como acontece con las IIp reaccionan igualmente en su
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mayoria con el anticuerpo especifico para la MyHC-IIX, con un menor grado de
intensidad, por lo que se refieren como fibras hibridas IIAX. Las escasas fibras tipo
IIC se marcan tanto con el anticuerpo Ba-F8 como con el anticuerpo SC-71. En
definitiva, en el musculo semitendinoso inmunohistoquimicamente detectamos una
poblacion de fibras puras tipo I, una gran mayoria de fibras hibridas descritas como
ITAX o IIXA y un nimero muy pequefio de fibras puras tipos A y IIX, y IIC
hibridas. Todas las fibras rapidas tipo II se marcan con alguno de los anticuerpos
monoclonales especificos para las cadenas pesadas de miosina MyHC-Ila y/o
MyHC-IIx. En base a ello deducimos que en el musculo semitendinoso no existen
fibras puras tipo IIB, si bien no podemos descartar la presencia de alguna fibra
hibrida con miosina MyHC-IIb. Estos resultados coinciden con los hallados por otros
autores (Smerdu et al., 2005; Strbenc et al. 2004, 2006; Acevedo y Rivero, 2006),
por lo que, desde el punto de vista inmunohistoquimico, también consideramos

idoneo para nuestro estudio al semitendinoso como musculo control.

Llegados a este punto, debemos realizar una breve consideracion respecto al
comportamiento de dos de los anticuerpos comerciales utilizados: el “Anti-Myosin
Skeletal Slow” (Sigma M8421) y el “Anti-Myosin Skeletal Fast” (Sigma 4276), una
vez analizados los resultados obtenidos en el musculo semitendinoso, que se repiten,
a su vez, en el resto de musculos considerados. En todos ellos, el anticuerpo “Anti-
Myosin Skeletal Fast” marca de una forma clara todas las fibras que contienen
miosina réapida tipo II, sin distincion entre tipos puros o hibridos, respondiendo de
este modo a caracteristicas que han sido descritas en otras especies (Carter et al.,
1990; Havenith et al., 1990; Naumann y Pette, 1994) y corroboradas en los mtsculos
del globo ocular de la especie canina por Telles (2002). Sin embargo, hemos
detectado que el anticuerpo “Anti-Myosin Skeletal Slow”, considerado especifico
para la MyHC-I de diferentes especies (Draeger et al., 1987; Hoh et al., 1988; Harris
et al., 1989), incluyendo también la isoforma MyHC-I canina (Telles, 2002),
reacciona con menor intensidad ante algunos de los miocitos que contienen MyHC-
II. Este hecho no observado por Telles (2002) en los musculos del globo ocular, debe

ser tenido en cuenta a la hora de aplicar dicho anticuerpo en la especie canina, al
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menos en los musculos que hemos estudiado, al objeto de que estas fibras no sean

catalogadas como hibridas tipo IIC.

Podemos resumir que, aunque con la histoquimica llegamos a evidenciar
hasta cuatro tipos fibrilares diferentes, es necesaria la aportacion que supone el uso
de anticuerpos monoclonales especificos para las cadenas pesadas de miosina. La
inmunohistoquimica nos permite diferenciar miocitos hibridos con al menos dos
tipos de miosina, algo que no podemos comprobar exclusivamente con la técnica
mATPasa. Resulta pues importante el uso combinado de ambas técnicas para una

clasificacion miofibrilar més ajustada a la realidad.

V.2. MUSCULOS DE LA LENGUA

Segun las caracteristicas tintoriales histo e inmunohistoquimicas de sus fibras,
los diferentes musculos de la lengua presentan una composicion muy similar, con un
claro predominio de fibras rapidas, concretamente de las tipo II hibridas (IIAX o
IIXA) y de los tipos puros IIA y IIX, frente a las fibras lentas tipo 1. Resultados que
coinciden, de manera genérica, con los descritos por diferentes autores al analizar
algunos de los musculos linguales en otras especies: gato (Hellstrand, 1980); especie
humana (Yaron et al., 1986); cabra (Ibebunjo, 1993); rata (Sutlive et al., 2000) y
raton (Abe et al., 2002). Por otra parte, en los musculos de la lengua no se detectan

fibras puras tipo IIB y, de forma aislada, se advierten algunas fibras IIC.

En el musculo geniogloso predominan las fibras tipo II (70%) sobre las tipo I.
Respecto a las primeras, sdlamente se trata de fibras hibridas I[IAX o IIXA, en
proporciones similares, marcadas con mayor o menor grado de tincion frente a los
anticuerpos SC-71 y BF-35. Estos resultados coinciden parcialmente con los
referidos por Ibebunjo (1993) en la especie caprina y por Sutlive et al. (2000) en su
trabajo sobre el musculo geniogloso de la rata. Ibebunjo (1993) también encontr6é un
predominio de fibras rdpidas en el muasculo genigloso de la cabra, en una cantidad

aproximada al 76% de las fibras contabilizadas, repartidas entre los tipos IIA (27%),
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IIB (34%) y IC (15%). Sutlive et al. (2000) en cambio, aplicando anticuerpos
monoclonales especificos frente a las cadenas pesadas de miosina, describen sélo
fibras rapidas puras tipos IIA, IIB y IIX, no observando fibras lentas puras tipo 1. En
la Revision Bibliografica sdlamente tenemos referencia de un estudio en la especie
canina del musculo geniogloso (Mu y Sanders, 2000), donde aprecian dos
compartimentos musculares, asignandoles a cada uno de ellos proporciones
diferentes de tipos miofibrilares. Un compartimento horizontal donde predominan las
fibras tipo I, y un compartimento oblicuo en el que existe un mayor porcentaje de
fibras rapidas tipo II. Tradicionalmente, en la descripcion anatémica del musculo
geniogloso canino se han referido tres haces musculares: un haz recto, uno vertical y
otro oblicuo (Evans, 1993). Por otra parte, Mu y Sanders (2000) solo aplican la
técnica mATPasa con preincubaciones acidas (pH 4,2), segin la metodologia de
Guth y Samaha (1969), no existiendo por tanto una diferenciacién neta entre los
subtipos hibridos de fibras tipo II. Posiblemente las muestras tomadas en nuestro
trabajo se correspondan con el compartimento oblicuo referido por Mu y Sanders
(2000), aunque no disponemos de criterios suficientes para confirmar o desechar las
hipotesis de estos autores. En conjunto, la funcionalidad del musculo geniogloso
consiste en la protrusion y depresion de la lengua, retrayendo también su vértice.
Este tipo de movimientos requiere la presencia de tipos fibrilares rapidos, por lo que

podemos concluir que su composicion fibrilar resulta acorde con su funcionalidad.

Por lo que respecta al musculo hiogloso, se trata de una entidad muscular que
interviene en la retraccion y depresion de la lengua, lo que requiere también de
movimientos rapidos y de corta duracion. Su composicion fibrilar es similar a la del
musculo geniogloso. Es decir, presenta un claro predominio de fibras tipo II (80%
del total de la poblacion analizada). La mayoria son fibras hibridas I[IAX o IIXA,
aunque también advertimos la presencia, si bien escasa, de fibras puras tipo IIA (no
superan el 3% de la poblacion global de fibras tipo II). Este Gltimo tipo fibrilar se
observa, de forma aislada o en grupos de 2 o 3 fibras, dentro de los fasciculos

analizados.
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El musculo estilogloso, implicado fundamentalmente en la retraccion y
lateralizacion de la lengua, mantiene el patron fibrilar de los mtisculos considerados.
Presenta un claro predominio de fibras rapidas (85%), no advirtiéndose tipos
fibrilares rapidos puros sino unicamente fibras hibridas que clasificamos como 11XA
por su mayor intensidad de marcado frente al anticuerpo BF-35. Asimismo aparecen,
en porcentajes inferiores al 5%, fibras tipo IIC aisladas dentro de los fasciculos
musculares. Ibebunjo (1993), describié también un predominio de fibras rapidas
(75%) en el musculo estilogloso de la cabra, con aproximadamente un 8% de fibras
tipo IIC, siendo el resto fibras IIA (34%) y IIB (33%). Unicamente en este masculo
extrinseco de la lengua del perro, los porcentajes contabilizados de dichas fibras se
asemejan mas a los de Ibebunjo (1993). Sutlive et al. (1999) constataron, al igual que
Ibebunjo (1993) y a lo descrito en nuestro trabajo, un predominio de fibras rapidas en
el musculo estilogloso de la rata, si bien los tipos variaban ostensiblemente respecto
a los referidos en la cabra y en el perro. Concretamente, describieron fibras tipo I
(1%), ITA (67%), 1IB (12%) y IIX (20%), siendo este ultimo tipo fibrilar deducido
por eliminacidon, ya que no emplearon anticuerpos especificos para la isoforma

MyHC-IIx.

Por ultimo, el musculo lingual propio también posee caracteristicas
tintoriales similares a los musculos referidos. Presenta un claro predominio de fibras
rapidas sobre lentas, aunque en proporciones diferentes segun el segmento muscular
analizado. Asi, en la region de la raiz de la lengua encontramos fibras hibridas I[IAX
(60%), siendo el resto fibras lentas tipo I (40%), con aspecto de mosaico en los
fasciculos musculares y rodeados de gran cantidad de tejido conectivo. Idéntico
patron se advierte en la region del cuerpo de la lengua, aunque aumenta aqui algo la
proporcion de fibras IIAX (aproximadamente el 65%). En cambio, la region del
vértice posee exclusivamente fibras tipo 11, con hasta un 70% de fibras tipo IIX puras
y un 30% de fibras hibridas tipo I[IXA. En esta parte del musculo lingual propio
también aparecen fibras tipo IIC, cuya proporcion no llega al 3%, localizadas en los
fasciculos mas periféricos. Massimini (1986) realizd un estudio de Tesis de
Licenciatura sobre la composicion fibrilar del musculo lingual propio de diversos

mamiferos, entre ellos la rata, el gato y los primates. Los tipos fibrilares descritos por
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dicho autor en las porciones longitudinal dorsal y ventral de este musculo en el gato
no difieren excesivamente de los referidos por nosotros en el perro. Concretamente,
describe los tipos I, IIA, 1IB y IIC, ya que el tipo IIX lo detectan por vez primera
Schiaffino et al. (1989), corroborandolo mas tarde Gorza (1990). Refiere el autor un
mayor porcentaje de fibras tipo I (hasta el 20%) en la raiz lingual, sobre todo en la
porcion longitudinal ventral. Asimismo, advierte un predominio de fibras tipo IIA en
todas las partes analizadas (vértice, cuerpo y raiz de la lengua). En mayor medida en
la porcion longitudinal dorsal y una proporcion muy escasa de fibras tipo I en la
region del vértice, donde solo se observan en la porcion longitudinal ventral. En el
resto de especies analizadas (Massimini, 1986), aunque varian los porcentajes y los
tipos de fibras de las distintas regiones, existe, de manera general, un predominio de
los tipos fibrilares rapidos en todo el musculo, especialmente en el vértice y cuerpo
de la lengua, disminuyendo la velocidad de contraccion fibrilar y observandose el
tipo fibrilar lento en la region de la raiz. Por otra parte, Ibebunjo (1993) describe los
distintos tipos de miocitos en el musculo lingual propio de la cabra. No toma
muestras de distintas regiones ni hace referencia a las diferentes porciones de dicho
musculo, sino que procesa el musculo completo. Encuentra un predominio, como en
el resto de los musculos linguales por ¢l estudiados, de las fibras tipo II (79%) frente
a las fibras tipo I (21%). Es en el predominio general de las fibras rapidas en lo unico
que coincide con los resultados obtenidos por nosotros para el musculo lingual
propio, ya que dentro de las fibras tipo II, este autor observa un alto porcentaje de
fibras IIC (préximo al 14%), siendo el resto fibras tipo IIA (20%) y IIB (46%).
También Abe et al. (2002), publican un trabajo sobre el musculo lingual propio de
ratones. En ¢l refieren un predominio de las fibras tipo IIB en la porcion longitudinal
dorsal y de las fibras tipo IIA en la porcidn lingual transversa. El musculo lingual
propio (musculo intrinseco) se origina e inserta en el espesor de la propia lengua,
siendo sus distintos componentes los responsables de la modificacion de la forma de
este organo. Resulta pues dificil establecer comparaciones sobre composiciones
fibrilares en distintas especies, ya que las diferencias halladas indican prestaciones
funcionales diferentes. Al fin y al cabo, la forma de prehension de los alimentos, asi

como la masticacion, la deglucion e incluso la posibilidad de modular sonidos,
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funciones todas ellas en las que interviene la lengua, en mayor o menor medida,

varian segun la especie que consideremos.

En ninguno de los musculos linguales del perro hemos detectado fibras tipo
IIB, fibras que si describen Ibebunjo (1993) en la cabra, Sutlive et al. (1999, 2000) en
la rata o Abe et al. (2002) en el raton. Hasta hace pocos afios, aun no estaba claro la
presencia o ausencia de las fibras IIB en la especie canina. Snow et al. (1982)
demostraron que el perro poseia un tipo fibrilar con caracteristicas contractiles
similares a las fibras IIB de la rata, pero con una alta capacidad oxidativa. Este tipo
fue catalogado mas tarde como tipo IIp (propias del perro) (Latorre, 1990; Latorre et
al., 1993b). Actualmente, con la ayuda de la inmunohistoquimica, electroforesis,
hibridacion in situ y analisis de la expresion del ARN, se ha podido comprobar que
las fibras tipo IIp son realmente fibras IIX (Strbenc et al., 2004; Acevedo y Rivero,
2006; Maccatrozzo et al., 2007; Toniolo et al., 2007). En nuestro trabajo tampoco
hemos observado un alto porcentaje de fibras tipo IIC, al contrario de lo referido en
la cabra por Ibebunjo (1993), advirtiéndose s6lamente de forma aislada. El trabajo de
Ibebunjo (1993), aunque bastante completo en cuanto al numero de musculos
estudiados (no s6lo musculos linguales sino también musculos hioideos, laringeos y
faringeos), no emplea anticuerpos monoclonales para la determinacion fibrilar. Con
el uso de la inmunohistoquimica es probable que sus resultados hubieran sido
diferentes, y tal vez hubiera referido algun tipo fibrilar hibrido, al igual que nosotros

en la musculatura lingual del perro.

Segun Acevedo y Rivero (2006), el rasgo metabdlico mas destacado de la
musculatura en la especie canina es la elevada capacidad oxidativa que manifiestan
todos sus tipos fibrilares. Generalmente, en el perro no aparecen fibras de
contraccion rapida con elevada capacidad glucolitica y baja capacidad oxidativa, que
tan comunes son en otros mamiferos. Estas propiedades metabolicas, exclusivas del
musculo del perro, son las responsables de la resistencia, tan extremadamente
elevada, que caracteriza a esta especie atlética (Snow et al., 1982; Latorre, 1990;
Latorre et al., 1993a, b, ¢; Acevedo y Rivero, 2006; Maccatrozzo et al., 2007). Todas

las fibras de los musculos linguales analizados mostraron este mismo patron.
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En definitiva, podemos concluir que las caracteristicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas de los musculos de la lengua del perro (fibras de contraccion
rapida resistentes a la fatiga) son las que cabria esperar de acuerdo a las complejas

funciones en las que participan.

V.3. MUSCULOS DEL PALADAR Y FAUCES

En general, los musculos del paladar y fauces también muestran un
predominio de fibras rapidas tipo II sobre las tipo I. Tampoco observamos, como
sucedia en los musculos de la lengua, fibras tipo IIB. Por otro lado, a nivel histo e
inmunohistoquimico, sélamente hemos encontrado referencias bibliograficas del
tensor del velo palatino, que presenta diferencias muy notables respecto al musculo

control y al resto de la musculatura analizada.

El aspecto funcional mas importante de este grupo muscular, en conjunto,
consiste en los cambios de forma del paladar blando, permitiendo su descenso y
elevacion. Movimientos que son imprescindibles durante la deglucion, en Ia
neumatizacion de la cavidad timpanica, pues los musculos elevador y tensor del velo
palatino delegan algunas fibras de insercion hacia la trompa auditiva lo que permite
su fijacion, apertura y cierre, y, durante el lenguaje hablado y el canto en la especie
humana. En el descenso, el paladar blando se pone en contacto con la lengua a la
altura de la vallécula epiglotica, a modo de esfinter, interceptando la comunicacion
entre las cavidades bucal y faringea. Al elevarse, como sucede durante la deglucion,
el paladar blando se dispone a modo de tabique horizontal entre la faringe y la
porcidn caudal de las fosas nasales, impidiendo que el alimento fluya hacia éstas. La
referida actividad funcional necesita tipos fibrilares que actien con rapidez, pues no

son movimientos sostenidos en el tiempo.

El musculo palatino es una entidad de pequefio tamafio, que discurre

longitudinal y en paralelo a su compafiero contralateral por el paladar blando. Se
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origina en la propia aponeurosis palatina, dirigiéndose hacia el vértice de la tivula
(borde caudal libre del paladar blando), donde termina el tejido celular submucoso.
Realiza una doble funcién: acorta el velo del paladar y acerca los dos bordes del arco
palatofaringeo asi como la porcion oral o bucal de la faringe, esto ultimo en
coordinacion con el musculo palatofaringeo (Pefiuela, 1989). Su composicion fibrilar
presenta un ligero predominio de fibras rapidas tipo II (53%) resistentes a la fatiga,
que lo capacita para las funciones anteriormente descritas, ya que todas ellas
requieren de movimientos rapidos y de contracciones poderosas. Es el musculo que
tiene un mayor porcentaje de fibras tipo I de todos los estudiados en este apartado.
Por otra parte, el 94% de las fibras rapidas se catalogaron histoquimicamente como
IHA, y el resto (6%) como Ilp. Tras aplicar los anticuerpos monoclonales,
observamos que el 100% de las fibras rapidas se marcaron indistintamente con SC-
71 y BF-35, por lo que su descripcion final se corresponde con fibras hibridas I[IAX o
IIXA. Las fibras tipo IIC aparecen de forma aislada. En la bibliografia consultada no
hemos encontrado referencia alguna sobre la composicion fibrilar de esta entidad

muscular.

El musculo elevador del velo palatino acta en el ascenso de la zona mas
caudal del paladar blando (velo del paladar) durante el segundo tiempo de la
deglucioén y, junto al muasculo palatofaringeo, evita que el bolo alimenticio se dirija
hacia la nasofaringe. Histoquimicamente observamos que la mayoria de las fibras
analizadas (98%) presentan las caracteristicas de las clasificadas como Ilp, segtn los
criterios establecidos para el musculo control. Es decir, fibras que con la técnica
mATPasa poseen actividad alcalino estable (fuerte) a pH 10,4 y 10,5, 4acido-estable a
pH 4,6 (moderada), y acido-labil a pH 4,3. El resto de las fibras (2%) se corresponde
con fibras lentas tipo I. También observamos, de forma aislada, alguna fibra hibrida
tipo IIC. Mediante la técnica NADH-TR apreciamos que todas ellas reaccionan
positivamente (tincion de moderada a intensa); es decir, son fibras resistentes a la
fatiga. Tras la aplicacion de anticuerpos monoclonales especificos para las distintas
cadenas pesadas de miosina, comprobamos que las fibras catalogadas como IIp son
en realidad fibras hibridas que reaccionaron con los dos anticuerpos especificos para

las isoformas de miosina MyHC-Ila y MyHC-IIx, no haciéndolo con el anticuerpo
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especifico para la isoforma de miosina lenta MyHC-I. Por esta razén, las
denominamos fibras tipos IIAX o IIXA, fibras hibridas que coexpresan dos
isoformas MyHC diferentes (Ila+IIx). Las fibras que histoquimicamente habiamos
clasificado como tipo I, reaccionaron exclusivamente con el anticuerpo especifico
para la isoforma MyHC-I, en tanto que las escasas fibras denominadas
histoquimicamente como IIC se marcaron con el anticuerpo especifico para la

isoforma MyHC-I y la isoforma MyHC-IIa.

El musculo tensor del velo palatino desarrolla unas funciones
complementarias a las del musculo elevador del velo palatino, si bien su composicion
fibrilar es totalmentee diferente y mucho mas compleja. La accion sobre la porcion
mas craneal del paladar blando es tensar la aponeurosis palatina, entre los huesos
terigoideos. Sobre su porcion mas caudal consiste en dilatar la trompa auditiva,
interviniendo en funciones equipresivas y de drenaje del oido medio. La accion
conjunta de los musculos tensor y elevador del velo palatino sobre la trompa
auditiva, para neumatizar la cavidad timpanica, ya fue referida por Riu et al. (1966).
Esta diversidad funcional podria explicar en parte sus peculiaridades fibrilares, en el
sentido de que dicho musculo alcanza un grado de especializaciéon mayor, tal y como
sucede en otros musculos del perro, entre ellos los de la laringe o los extraoculares
(Hoh, 2005; Toniolo et al., 2005). No ocurre lo mismo con el musculo elevador que,
con una funcionalidad similar al tensor posee, en cambio, una composicion fibrilar
parecida, en términos generales, a la del resto de los musculos estudiados en el

presente trabajo.

El musculo tensor del velo palatino esta compuesto mayoritariamente por
fibras IIM (90-95%). Este tipo especial de fibras ha sido descrito exclusivamente en
aquellos musculos derivados ontogénicamente del primer arco branquial (Rowlerson
et al., 1981, 1983; Mascarello et al., 1982, 1983). La fibras I[IM se caracterizan por
tener una alta capacidad oxidativa y una reaccion acido-estable muy fuerte a pH 4,6 y
4,3 (intensidad tintorial superior a las fibras lentas tipo I) y alcalino-estable muy
fuerte a pH 10,4 y 10,5. Estas caracteristicas histoquimicas son suficientes para

catalogarlas como fibras IIM, de acuerdo a criterios establecidos previamente por
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Rowlerson et al. (1981, 1983), ya que no empleamos el anticuerpo monoclonal
especifico para la MyHC-IIm. No obstante, hemos constatado que dichas fibras no
reaccionan con los anticuerpos especificos para las isoformas MyHC-I, Ila o IIx. Se
trata de fibras de contraccion rapida (Rowlerson et al., 1981), que se relacionan con
los movimientos rapidos y potentes que realizan los musculos masticadores de los
carnivoros. Creemos que el hecho de que aparezcan en el musculo tensor del velo
palatino estd vinculado a su origen embriologico, ya que, junto a los musculos
masetero, tensor del timpano, temporal, vientre rostral del digéstrico, milohioideo y
terigoideos (lateral y medial), deriva del primer arco branquial. Otros autores han
descrito previamente su aparicion en este mismo musculo (Rowlerson et al., 1983 en
el perro), por lo que nuestros resultados confirman estos hallazgos previos. La
presencia de las fibras IIM jugaria un papel importante en la funcién primordial de
este musculo, la tension del velo del paladar que, al igual que la elevacion, exige

gran rapidez.

Ademas de fibras IIM hemos hallado fibras tipo I, con idénticas
caracteristicas inmunohistoquimicas que las descritas en el musculo control. Sin
embargo, a nivel histoquimico, las fibras tipo I del musculo tensor del velo palatino
poseen la peculiaridad de tefiirse a pH acido con menor intensidad que el mismo tipo
de miocito en el musculo semitendinoso, tal y como ya se ha descrito en los
musculos masticadores del perro (Alvarez, 1992). Junto a las fibras tipo I, aparecen
algunas fibras con las propiedades histoquimicas de las IIp y que, tras la aplicacion
de los anticuerpos, se marcan exclusivamente con el anticuerpo BF-35, por lo que
pasan a denominarse como tipo IIX puras. Las fibras [ y IIX se localizan, ademas, en
la periferia muscular. Globalmente las fibras tipo I no suponen mas del 5% de la
poblacion fibrilar, pero en la referida region periférica hay fasciculos con porcentajes
proximos al 60%. Es en dichos fasciculos donde también apreciamos una mayor
frecuencia de fibras tipo IIX que, por lo general, son muy escasas. Esta aparente
regionalizacion del musculo tensor del velo palatino no ha sido referenciada en la
bibliografia consultada, pero pensamos que puede estar relacionada con su diversidad

funcional.
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Por ultimo, advertimos una serie de fibras en un porcentaje muy escaso (<
3%), distribuidas en la periferia, como las fibras tipo I y IIX. Sus caracteristicas
histoquimicas responden conjuntamente al perfil de las fibras tipo I y tipo II, con
propiedades similares a las fibras I[IM, y algo menos a las IIC, pero con un tamafio
significativamente menor que ambas. No hemos podido catalogar estos miocitos
puesto que, tras aplicar los anticuerpos monoclonales, se marcan intensamente, y en
igual medida, con todos ellos. Sospechamos que podrian corresponderse con las
fibras denominadas “tonico-lentas”, un tipo fibrilar frecuente en anfibios (Pierobon-
Bormioli et al., 1980; Franzini-Armstrong, 1984) y aves (Ovalle, 1978; Kennedy et
al., 1991), pero bastante raro en mamiferos, donde ha sido descrito en el musculo
tensor del timpano del perro (Mascarello et al., 1982, 1983; Rowlerson et al., 1983),
en musculos extraoculares de la especie humana (Pierobon-Bormioli et al., 1979,
1980; Sartore et al., 1987) y de algunos roedores y carnivoros (Hess y Pilar, 1963;
Pierobon-Bormioli et al., 1980; Mascarello y Rowlerson, 1992), en los musculos
tiroariteonideo y milohioideo de la especie humana (Han et al., 1999 y Mu et al.,
2004, respectivamente), e incluso, recientemente, en la musculatura que constituye el
esfinter esofagico superior de dicha especie (Mu et al., 2007a, b). Las fibras “tonico-
lentas” son un tipo de miocito cuyas propiedades contrictiles tonicas son
significativamente diferentes de las fibras de contraccion “twitch” (resto de tipos
fibrilares descritos, tanto lento como rapidos). Poseen una contraccion lenta pero
prolongada, que se puede ajustar gradualmente de forma sostenida con escaso gasto
energético (Pierobon-Bormioli et al., 1980; Hikida, 1987). No responden con un
potencial de accion propagado por la estimulacion nerviosa sencilla y requieren de
varios segundos para alcanzar el maximo de tension (Morgan y Proske, 1984). Las
referidas propiedades ayudarian a su funcién como regulador de la apertura y cierre
de la trompa auditiva, que no requiere de movimientos rapidos y de corta duracion.
Otra posible teoria sobre la aparicion en el tensor del velo palatino de este tipo
fibrilar seria la del origen embrionario comun con el musculo tensor del timpano (al
igual que ocurria con las fibras I[IM y los musculos masticadores), donde si se han
encontrado fibras “tonico-lentas” en carnivoros, incluyendo al perro (Mascarello et
al., 1982, 1983; Rowlerson et al., 1983). En este sentido, el origen embrioldgico del

musculo tensor del velo palatino no ofrece discusién alguna en la actualidad
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(Rowlerson et al., 1983; Pefiuela, 1989). De todas formas, Rowlerson et al. (1983) no
encontraron este tipo fibrilar en el musculo tensor del perro ni de otras especies al
estudiar la composicion de los musculos derivados del primer arco branquial, por lo
que también podriamos hipotetizar que se trata de fibras hibridas, muy frecuentes en
otros musculos del tronco y apendiculares del perro (Acevedo y Rivero, 2006). Por
otro lado, estudios recientes (Mu et al., 2007a, b) han encontrado fibras “tonico-
lentas” en la especie humana, si bien en la musculatura faringea, coexpresadas con
las fibras tipo I. Sugieren que estos tipos fibrilares ‘“inusuales” aparecen con
frecuencia en los musculos craneales, en comparacion con los musculos
apendiculares, independientemente de su origen embriologico, debido probablemente
a su especializacion funcional. Ademads, refieren la casi inexistencia de tipos
fibrilares puros, proponiendo un sistema clasificatorio diferente para estos musculos

craneales, basado en los distintos tipos de miosina que coexpresan.

En definitiva, se hace necesario analizar mas profundamente el musculo
tensor del velo palatino, al objeto de confirmar su aparente regionalizacion y la
presencia de estos tipos fibrilares tan peculiares, que unicamente hemos encontrado

en la referida entidad muscular.

V.4. MUSCULOS DE LA FARINGE

En general, los musculos faringeos del perro, exceptuando el musculo
cricofaringeo, presentan una poblacion mayoritaria de fibras hibridas tipos ITAX o
IIXA. Resultados que concuerdan con los obtenidos para estos musculos, en diversas
especies, por otros autores: Ryu (1981) en el perro; Bonington et al. (1987, 1988) en
el cobaya y en la especie humana; Ibebunjo (1993) en la cabra; Imamura et al. (1998)
en el gato; Hyodo et al. (1998, 1999) en el perro; Mu y Sanders (2001, 2002),
Sundman et al. (2004) y Mu et al. (2007a, b) en la especie humana. En nuestro
trabajo no hemos detectado fibras tipo IIB, aunque no podemos descartar su
existencia en el musculo cricofaringeo. Los tipos fibrilares puros IIA, IIX o IIC no

suelen aparecer en un porcentaje elevado, que varia segun el musculo. Por otra parte,
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las fibras de los musculos faringeos tienen una capacidad oxidativa de moderada a
alta o muy alta, es decir son resistentes a la fatiga. Seguidamente, consideramos

discusivamente cada uno de los musculos faringeos analizados.

Los resultados derivados del procesado conjunto de los musculos
palatofaringeo y terigofaringeo indican una presencia mayoritaria de fibras hibridas
IIXA (80%), frente a un 10% de fibras hibridas [IAX y un 10% de fibras tipo I. En
porcentajes inferiores al 3% hemos observado, de manera aislada, fibras puras tipo
ITA. Para la 5* edicion de la Nomina Anatomica Veterinaria (2005) se trata de
musculos incluidos en grupos diferentes. El musculo palatofaringeo en los miisculos
del paladar y fauces, y el terigofaringeo en los muisculos de la faringe. Sus funciones,
sin embargo, resultan similares: el musculo palatofaringeo actua simultdneamente
descendiendo el velo del paladar y ascendiendo la faringe, con lo que acorta sus
dimensiones, es decir, la estrecha (Pefiuela, 1989), mientra el musculo terigofaringeo
es un contrictor rostral de la misma. Ademas, los dos estan inervados por los mismos
nervios (vago y glosofaringeo). No hemos hallado referencia bibliografica alguna
sobre estas dos entidades musculares en los articulos revisados, tanto en el perro
como en otras especies. Pensamos que la composicion fibrilar que poseen ayuda a
clarificar su funcioén durante la fase de la deglucion en la que intervienen, mediante
contracciones potentes y rapidas, desplazando caudalmente el bolo alimenticio hacia

la entrada del esofago.

El musculo estilofaringeo caudal del perro actta en la dilatacion, elevacion y
desplazamiento rostral (protraccion) de la faringe. Todo ello coadyuva al transito del
alimento durante la deglucion, permitiendo una mayor eficacia de accidén en los
musculos constrictores rostrales y medios. En ¢l también predominan las fibras
hibridas ITAX o IIXA (62%) frente a las fibras tipo I que suponen el 38% restante. Su
funcién implica también una accion rapida y potente, pero algo mas sostenida en el
tiempo que la de los musculos propiamente constrictores. Pensamos que esta es la
razon del porcentaje mas elevado de fibras tipo I si lo comparamos con el resto de
musculos faringeos, excepcion hecha del musculo cricofaringeo que comentaremos

con posterioridad.
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El musculo hiofaringeo es el constrictor medio de la faringe. Interviene,
junto con los musculos terigofaringeo y palatofaringeo, en el desplazamiento caudal
del alimento hacia su entrada en el esofago. Estd constituido por un 86% de fibras
rapidas tipo II, de las cuales un 11% son fibras puras tipo IIA distribuidas
uniformemente por la periferia de los cortes histologicos. El resto de los miocitos
rapidos son fibras hibridas tipos IIAX o IIXA. Las fibras tipo I suponen un 14% del
total de fibras. Un estudio de Ryu (1981) en el perro mediante técnicas histoquimicas
coincide en el porcentaje de fibras tipo I, si bien la diferencia de técnicas aplicadas
no hace posible establecer comparaciones con el resto de los tipos fibrilares
descritos. Ibebunjo (1993) publica un articulo en la especie caprina, coincidiendo sus
resultados con los que hemos obtenido en cuanto a los porcentajes de fibras tipos [ y
ITA. Al contrario que Ibebunjo (1993), no hemos detectado fibras tipo IIB sino fibras
hibridas IIXA o IIAX, con porcentajes muy similares a los de este tipo. Dicho autor
refiere un 78,77% de fibras IIB frente a un 75% en nuestro trabajo para los tipos
hibridos IIXA o ITAX. Ibebunjo (1993) emple6 tnicamente técnicas histoquimicas,
por lo que es posible que no catalogara los tipos fibrilares hibridos que si se pueden
evidenciar mediante anticuerpos monoclonales. Por otra parte, en el perro no esta
todavia clara la presencia del tipo fibrilar IIB, al menos en los musculos
apendiculares y del tronco, y nosotros tampoco lo hemos advertido en los musculos
faringeos analizados, excepto, tal vez, en el musculo cricofaringeo. Imamura et al.
(1998) llevan a cabo un trabajo en el que describen, mediante la inmunohistoquimica
de la parvoalbimina, los tipos fibrilares del musculo hiofaringeo del gato. Sus
resultados difieren significativamente de los nuestros, aunque coinciden en reflejar el
predominio de las fibras de contraccion rapida sobre las lentas, un 75% de fibras
tipos IIA y IIB frente a un 25% de fibras tipo 1. Estos autores no aplicaron técnicas
histoquimicas para contrastar los resultados obtenidos por medio de la
inmunohistoquimica. Pensamos que la parvoalbimina no es el método idoneo para

diferenciar los tipos de miosina del gato, ya que no son especificos para esta especie.

El musculo tirofaringeo es, como el mutsculo cricofaringeo, un constrictor

caudal de la faringe, aunque su funcionalidad es completamente diferente. Son los
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musculos de los que mas referencias bibliograficas existen, ya que al constituir, con
la porcion proximal del eséfago, el llamado esfinter esofagico superior (Bonington et
al., 1987, 1988; Mu y Sanders, 2001; Mu et al., 2007b) intervienen, en ultima
instancia y de forma determinante, en los mecanismos de la deglucidon, vomito y
eructo, ademds de proteger las vias respiratorias superiores. En nuestro trabajo hemos
observado un 90% de fibras rapidas de las que un 85% se corresponden con los tipos
hibridos IIXA o IIAX, un 5% de fibras puras IIX y, de forma aislada, alguna fibra
pura IIA. El 10% restante corresponde a fibras lentas tipo 1. Todas las fibras del
musculo manifiestan una capacidad oxidativa que va de moderada a alta o muy alta
segun el tipo. Estos hallazgos concuerdan con la funcionalidad atribuida a la referida
entidad muscular durante la deglucion. Su composicion fibrilar favorece los
movimientos rapidos y continuos que desplazan caudalmente el bolo alimenticio
hacia el es6fago, como las que realizan los musculos constrictores rostral y medio.
Ryu (1981) también observo un predominio de fibras rapidas tipo II sobre las fibras
tipo I en el musculo tirofaringeo del perro, al igual que Hyodo et al. (1998, 1999) en
esta misma especie, Ibebunjo (1993) en la cabra, Imamura et al. (1998) en el gato y
Mu y Sanders (2001), Sundman et al. (2004) y Mu et al. (2007b) en la especie
humana. Las diferencias con nuestros resultados radican en los porcentajes de los
tipos fibrilares encontrados. El que més se aproxima es Ibebunjo (1993) que refiere
un 10% de fibras tipo I, en tanto que el resto de autores observan un 25%,
aproximadamente, de este tipo de miocito, excepto Mu y Sanders (2001) que
describen una compartimentalizaciéon en el musculo tirofaringeo de la especie
humana. Estos autores encuentran hasta un 50% de fibras tipo I en la region mas
distal, proxima al cricofaringeo. También existen diferencias respecto a los distintos
subtipos de miocitos rapidos. Los estudios realizados en el perro por Ryu (1981) e
Hyodo et al. (1998, 1999) no emplean la inmunohistoquimica para la determinacion
fibrilar. Por ello el estudio de Ryu (1981), algo antiguo, tan solo hace referencia a
fibras tipo I y fibras tipo II. En cambio los trabajos de Hyodo et al. (1998, 1999) que
siguen las pautas de clasificacion fibrilar de Brooke y Kaiser (1970), catalogan las
fibras como tipos I, IIA, IIB y IIC. Dichos autores obvian estudios posteriores, como
el de Snow et al. (1982), donde se cita un tipo especial de fibra II en el perro,

diferente del resto de las fibras tipo II, con caracteristicas contractiles similares a las
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IIB de la rata aunque con una alta capacidad oxidativa. Estas fibras, posteriormente
catalogadas como IIp (propias del perro) (Latorre, 1990), son consideradas
actualmente como fibras tipo IIX (Strbenc et al., 2004; Smerdu et al., 2005). Del
resto de trabajos no referidos a la especie canina, sdlamente el de Ibebunjo (1993) en
cabras coincide con nosotros en cuanto a los porcentajes de fibras tipos [ y II. Ellos
observan en la especie caprina fibras tipos IIA (20%) y 1IB (70%). Frente a estos
resultados, Immamura et al. (1998) en el gato, mediante el empleo de parvoalbumina,
advierten también fibras tipos IIA y IIB, aunque en proporciones inversas (52% y
23%, respectivamente). Por tltimo, los estudios mds recientes revisados se realizan
en la especie humana (Mu y Sanders, 2001; Sundman et al., 2004 y Mu et al.,
2007b). En el primero de ellos, Mu y Sanders (2001) describen el musculo
tirofaringeo humano, también llamado constrictor faringeo inferior, dividido en
compartimentos, con una regién o compartimento rostral y otro caudal, asi como una
capa exterior y otra interior en cada uno de ellos. La clasificacién histoquimica que
realizan es bastante somera, diferenciando unicamente las fibras tipo I de las tipo II.
En la region rostral refieren un predominio de las fibras tipo II (61%), mientras que
en la region caudal se invierten las proporciones (30% de fibras tipo II). A su vez, en
la capa exterior predominan las fibras tipo II (62%), en tanto que en la capa interior
lo hacen las fibras lentas (66%). En definitiva, segiin estos autores, el musculo
tirofaringeo humano en su region mas caudal comparte propiedades histoquimicas
con el musculo cricofaringeo, algo que no hemos observado en las muestras tomadas
en el perro. Por otra parte, Sundman et al. (2004) realizan un estudio aplicando
inmunohistoquimica para catalogar las fibras del musculo tirofaringeo humano.
Advierten también un predominio de fibras tipo II, la mayoria hibridas con distintas
combinaciones (II+I1a 49%; I+11a 2%; I+11 2%; I+11+11a 4%; I1 3%), aunque refieren
hasta un 35% de fibras puras tipo 1. No describen tipo alguno de regionalizacion en
el musculo tirofaringeo y, aunque tomaron muestras exclusivamente de su region
mas craneal, observan propiedades histoquimicas e inmunohistoquimicas idénticas a
las del musculo cricofaringeo. Respecto a este trabajo, podemos concluir que no se
realiz6 en individuos sanos sino en pacientes sometidos a laringectomia, por lo que
sus resultados hay que tomarlos con precaucion, pues las propiedades de los miocitos

y la composicion fibrilar de los musculos varia con el ejercicio y con la presencia de
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determinadas patologias (Talmadge et al., 1993). Ademas, observan una variabilidad
interindividual muy grande, tal vez porque el tamafio de la muestra no fuera el mas
adecuado. Por ultimo, Mu et al. (2007b), en la referencia mdas reciente que
disponemos del tirofaringeo, realizan un estudio sobre los musculos que componen el
esfinter esofagico superior humano. En ¢l incluyen la porciéon mas distal de este
musculo junto al cricofaringeo, como componentes principales, y el esofago superior.
Corroboran los hallazgos histoquimicos del trabajo de Mu y Sanders (2001). Es
decir, una composicion similar entre esta porcion del musculo tirofaringeo y el
cricofaringeo, en base a un estudio con anticuerpos monoclonales especificos de las
cadenas pesadas de miosina I, Ila y IIx; completandolo, ademas, con anticuerpos
frente a cadenas pesadas de miosinas “tonico-lenta”, a-cardiaca, embrionaria y
neonatal. Describen una regionalizacion del tirofaringeo distal en dos capas, en
proporcion 1:1. Una capa interna lenta con predominio de la isoforma lenta I,
coexpresada con las isoformas “tonico-lenta” y a-cardiaca, y una capa externa rapida
con predominio de las isoformas rapidas, fundamentalmente la Ila, coexpresadas con
las isoformas embrionaria y neonatal. No advierten fibras puras y el grado de
hibridismo alcanza de dos a seis isoformas en una fibra, predominando las fibras con
tres isoformas. Como ya hemos comentado, nosotros no observamos dicha
regionalizacién en este musculo del perro, describiendo un predominio de fibras
rapidas hibridas sobre las fibras lentas. Seria interesante llevar a cabo un estudio
procesando la totalidad del musculo tirofaringeo del perro, al objeto de contrastar los

hallazgos de la especie humana.

La musculatura faringea se completa discusivamente con el musculo
cricofaringeo. Incluido en el grupo de los constrictores caudales de la faringe,
constituye el principal componente del esfinter esofagico superior. Se encarga,
fundamentalmente, de mantener cerrada la porcion mas rostral del esoéfago,
permitiendo su apertura Unicamente en el momento de la deglucion, el vomito, la
regurgitacion o el eructo, evitando en gran medida la aerofagia. Asimismo, interviene
de manera decisiva en el mantenimiento de la permeabilidad de las vias aéreas
superiores, ya que impide el reflujo supraesofagico. Genera una tension longitudinal

en la faringe, al actuar como dilatador, previniendo el colapso del tubo faringeo
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debido a la presion negativa inspiratoria. Por su importancia funcional, hemos
encontrado numerosa bibliografia al respecto de estudios histo e
inmunohistoquimicos en diversas especies: Ryu et al. (1981); Hyodo et al. (1998 y
1999) en el perro; Bonington et al. (1987) en el cobaya; Ibebunjo (1993) en la cabra;
Imamura et al. (1998) en el gato; Bonington et al. (1988), Mu y Sanders (2001 y
2002), Sundman et al. (2004) y Mu et al. (2007a, b) en la especie humana. Acorde
con su funcion, las caracteristicas a confirmar en relacion a sus fibras musculares son
las de estar capacitadas para contracciones sostenidas durante periodos prolongados
de tiempo. En nuestro trabajo, observamos una regionalizacion del musculo
cricofaringeo. Presenta una region central con un predominio de fibras tipo I (80%),
siendo el resto fibras hibridas tipos I[IAX o IIXA y un porcentaje pequefio de fibras
tipo 1IC (5%). También advertimos alguna fibra aislada, que no reacciond ante los
anticuerpos empleados, y que podria corresponderse con el tipo IIB. En las regiones
periféricas, en cambio, las proporciones de los tipos fibrilares se invierten.
Predominan las fibras puras tipo 11X (55%), seguido del tipo 1A (21%) y de las
fibras hibridas IIXA o IIAX (16%). El resto (8%) corresponde a fibras tipo I, y no
hemos observado fibras IIC. Los tnicos trabajos que hemos encontrado sobre este
musculo en la especie canina, son los realizados por Ryu (1981) y los de Hyodo et al.
(1998 y 1999). El primero de los autores, Ryu (1981), refiere un predominio de fibras
tipo I con alta capacidad oxidativa (57%), frente a las fibras rapidas tipo II (43%), si
bien no observa regionalizacion alguna. Hyodo et al. (1998 y 1999) también refieren
un predominio de las fibras tipo I (69,5%), tras aplicar la técnica histoquimica de la
mATPasa, detectando, ademads, fibras tipos IIA (10,9%), IIB (16,0%) y IIC (3,6%).
La presencia de estas ultimas fibras en porcentajes superiores a los de otros
musculos, como el tirofaringeo o los musculos apendiculares, lo atribuyen a una alta
incidencia de diferenciacion fibrilar o a regeneraciéon muscular. Comentan una
posible relacion de estos hallazgos con el mantenimiento de la funcién reguladora
precisa de este musculo y no describen regionalizacion alguna. En otros carnivoros
como el gato, Immamura et al. (1998) llevan a cabo un estudio mediante el empleo
de la parvoalbumina. Observan también un predominio de fibras tipo I (72,5%),
siendo el resto fibras tipos IIA (25,7%) y 1IB (1,7%). Sin embargo, al revisar

estudios realizados en otros mamiferos como el cobaya (Bonington et al., 1987) o la
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cabra (Ibebunjo, 1993), advertimos que no coinciden los tipos fibrilares descritos por
estos autores con los definidos por nosotros en el perro. Concretamente Bonington et
al. (1987), tras realizar técnicas histoquimicas (mATPasa y NADH-TR), refieren un
85% de fibras tipos IIA y IIB y un 10% de fibras tipo I, todas con una alta capacidad
oxidativa, que responderia a las necesidades funcionales de esfinter superior
esofagico. Estos mismos autores, un ano después (Bonington et al., 1988), abordan el
mismo estudio pero en el musculo cricofaringeo humano, y en ¢l si que encuentran
un claro predominio de fibras tipo I (86%), frente a un 10% de fibras tipo 1IB, con
alta capacidad oxidativa. No dan explicacion alguna sobre estos resultados,
aparentemente contradictorios; pensamos que, tal vez, sea por tratarse de especies
distintas con alimentacion y habitos alimentarios muy diferentes. Si que expresan el
papel que la poblacion de fibras rapidas podria tener en la especie humana durante el
cierre del esfinter con incrementos de presion de corta duracion, tales como los que
acontecen durante la inspiracion, momento en que el musculo cricofaringeo se
contrac mas que el resto de los musculos de la region. Asi como durante su rapida
contraccion tras la deglucion, cuando la presion intraluminal alcanza
aproximadamente el doble que en el nivel de reposo, en un segundo. Ibebunjo (1993)
en la cabra observa un predominio de fibras tipo II (14% IIA y 58% IIB) frente a las
fibras tipo I (27%), si bien es cierto que apuntan un aumento de la poblacion de
fibras tipo I en este musculo respecto al resto de los musculos faringeos y una
disminucién paralela de fibras tipo IIB. Ello haria que dicho musculo generara una
mayor fuerza de contraccién y una mayor resistencia a la fatiga, determinante en la
propulsion de la ingesta hacia el esdfago y en el cierre del esfinter faringoesofagico.
De cualquier manera, no se puede establecer una comparacion con nuestro estudio,
ya que los mecanismos de la deglucion, vomito o regurgitacion son completamente

diferentes en los rumiantes que en los carnivoros.

Al margen del estudio ya referido de Bonington et al. (1988), es en la especie
humana donde disponemos de mas referencias bibliograficas. Ademas, es también en
esta especie donde existe alguna referencia a la regionalizacion del musculo
cricofaringeo (Mu y Sanders, 2001, 2002; Mu et al., 2007a, b), hecho éste advertido

por nosotros en el perro. Mu y Sanders (2001, 2002) citan, concretamente, una capa
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externa rapida (59% de fibras tipo I y 41% de tipo II) y una capa interna lenta (84%
de fibras tipo I y 16% de fibras tipo II). Estos resultados podrian coincidir
parcialmente con los nuestros, pero seria necesario un estudio en el que
procesaramos el musculo completo para corroborarlos. Asimismo, dichos autores
describen dos compartimentos: un compartimento oblicuo, proximo al musculo
tirofaringeo, con un 69% de fibras tipo I y un 31% de fibras tipo II, en el que las dos
capas referidas con anterioridad son del mismo grosor y, por otra parte, un
compartimento horizontal, mas caudal y cercano al es6fago, con un76% de fibras
tipo I y un 24% de fibras tipo II, donde la capa interna lenta tiene mayor grosor que
la capa externa rdpida. Este ultimo compartimento estaria especializado en la
contraccion esfintérea tonica. Su contraccion estabilizaria el cartilago cricoideo y
estrecharia la luz de la unidon faringoesofagica. El predominio de fibras lentas
ayudaria a la actividad sostenida del esfinter. El compartimento oblicuo, por el
contrario, estaria mas especializado en movimientos fasicos de corta duracion, dado
su mayor porcentaje de fibras tipo II, lo que propulsaria el bolo alimenticio y

ayudaria a la apertura del esfinter durante la deglucion.

Respecto a los resultados obtenidos en la especie humana, existen
discrepancias entre los diferentes autores. Concretamente Sundman et al. (2004),
quienes realizan un estudio histo e inmunohistoquimico con anticuerpos
monoclonales especificos frente a la miosina lenta, la miosina tipo II, la tipo [la y la
neonatal, no observan diferencias regionales en el musculo cricofaringeo. Aprecian,
ademas, unos porcentajes fibrilares semejantes entre este musculo y el musculo
tirofaringeo (constrictor faringeo inferior en el hombre), con la aparicion de
cantidades elevadas de fibras hibridas y una mayor proporcion de fibras rapidas que
de lentas (36% fibras tipo I, 43% fibras tipo II+Ila, 3% fibras tipo II, 3% fibras tipo
I+I1a y 4% fibras tipo [+II+Ila). Como criticas a este trabajo podemos referir el que
encuentran mucha variabilidad interindividual, lo que hace que no podamos valorar
en su justa medida los porcentajes fibrilares, y el que las muestras se tomaron de
individuos enfermos, lo que puede conducir a errores a la hora de la clasificacion

miofibrilar.
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Los trabajos mas recientes que hemos revisado son los realizados por Mu et
al. (2007a, b) sobre lo que denominan, en la especie humana, la musculatura del
esfinter esofdgico superior (la porcion distal del musculo tirofaringeo, el musculo
cricofaringeo y el esdfago superior), asi como sobre el musculo cricofaringeo
aislado. Aplican técnicas inmunohistoquimicas y de inmunomarcado electroforético,
empleando anticuerpos monoclonales frente a las isoformas de miosina usuales (I, ITa
y IIx) y anticuerpos frente a isoformas de miosina inusuales (“tdonico-lenta”, a-
cardiaca, embrionaria y neonatal). Corroboran la existencia de dos capas en el
musculo cricofaringeo, la interna lenta que supone aproximadamente las dos terceras
partes del grosor del musculo y la externa rapida, si bien ya no diferencian los
compartimentos oblicuo y horizontal. Mu et al. (2007a, b) refieren un predominio de
fibras lentas tipo I en las dos capas (64% en general, con un 70% en la interna y un
57% en la externa), asi como la aparicion de formas inusuales de miosina
coexpresadas con los tipos principales (“tonico-lenta” y a-cardiaca con las fibras tipo
I y embrionaria y neonatal con las fibras rapidas tipo II). No advierten tipos fibrilares
puros, y si aparece alguno es de forma aislada, en tanto que describen hasta diez tipos
fibrilares hibridos, segin la combinacion de isoformas de miosina que se expresan en
la fibra (hasta seis en una sola fibra). Estos autores proponen un nuevo tipo de
clasificacion para estos musculos y, en general, para los musculos craneales, basado
en la aparicion de los tipos hibridos, ya que tienen una alta complejidad y unas
caracteristicas muy diferentes a las de los musculos apendiculares y del tronco. Los
dos ultimos trabajos resultan muy interesantes por su actualidad y por utilizar
anticuerpos monoclonales para la determinacién fibrilar. No obstante, seria
conveniente contemplar un anticuerpo especifico de la MyHC-IIx. Los autores
emplean un anticuerpo anti-I, un anticuerpo anti-II y un anticuerpo anti-Ila, con lo
que la aparicién de fibras tipo IIx la deducen por la ausencia de tincion con el
anticuerpo anti-Ila y el marcado con el anti-II, lo que puede conducir a errores de
clasificacion ya que podrian ser, por ejemplo, fibras tipo IIB. En estos estudios no
quedan claras las propiedades contractiles de las fibras que expresan miosinas
inusuales, aunque parece que tanto la “tonico-lenta” como la a-cardiaca, que
aparecen junto a las fibras tipo I, y en mayor proporcién en la capa interna lenta, se

contraerian incluso mas lentamente que las fibras tipo I puras. Intervendrian,
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fundamentalmente, en el mantenimiento del tono sostenido de reposo del esfinter
esofagico superior, mientras que las miosinas embrionaria y neonatal, que se
coexpresan basicamente con la miosina Ila y que parecen poseer unas velocidades de
acortamiento menor que las miosinas rapidas, facilitarian las contracciones rapidas

durante la deglucion.

En resumen, por lo que respecta al miisculo cricofaringeo, nuestros resultados
parecen estar en consonancia con la mayor parte de la bibliografia consultada en
cuanto al predominio de fibras lentas, una alta capacidad oxidativa en general de
todos los tipos fibrilares y una disposicion regionalizada. No obstante, segin los
recientes resultados de otros autores, sera necesario en un futuro un analisis mas
profundo de dicho musculo. Ello nos permitird corroborar nuestros hallazgos y

contrastarlos con los descritos en otras especies.

Por ultimo, analizando con perspectiva los resultados de los musculos
estudiados en este trabajo, podemos sefialar que las técnicas inmunohistoquimicas
per se son adecuadas para evaluar y clasificar los tipos principales de miocitos que
integran el musculo esquelético del perro. Sin embargo, requieren el aislamiento de
proteinas puras para la producciéon de anticuerpos, lo que limita su aplicacion
rutinaria, maxime cuando sélamente se pueden adquirir a través de laboratorios y
casas comerciales algunos anticuerpos monoclonales (Gollnick et al., 1983).
Asimismo, hemos podido comprobar que la reaccion histoquimica frente a la
mATPasa, aunque semicualitativa, parece ser extraordinariamente sensible para
determinar el contenido de las cadenas pesadas de miosina en la fibra muscular
(Staron y Pette, 1986). Todo ello hace que en el trabajo rutinario de laboratorio se
abogue por el uso combinado de ambas técnicas, junto al empleo de andlisis que
midan la actividad metabdlica de los miocitos, para llevar a cabo la clasificacion
miofibrilar. No obstante, debemos considerar como una via de futuro, ademas de
ampliar el nimero de anticuerpos a utilizar, la combinacion de las técnicas
empleadas en este trabajo, con las de técnicas de electroforesis e hibridacion in situ, e
incluso con el analisis de expresion del ARN, que parece ser actualmente una técnica

mas especifica para la determinacion fibrilar (Toniolo et al., 2007).
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Un andlisis de los tipos de fibras y de su distribucion fue realizado en
muestras de musculos de la lengua (mm. geniogloso, estilogloso, hiogloso y lingual
propio), del paladar y fauces (mm. palatofaringeo, palatino, elevador y tensor del
velo palatino) y de la faringe (mm. terigofaringeo, estilofaringeo caudal, hiofaringeo,
tirofaringeo y cricofaringeo) en la especie canina. Asimismo, se procesaron muestras
del muasculo semitendinoso, que fue utilizado como musculo control. La tipificacién
fibrilar se bas6 en técnicas histoquimicas (mATPasa y NADH-TR) e
inmunohistoquimicas (aplicacion de anticuerpos monoclonales especificos frente a
las cadenas pesadas de miosina tipos I, lla y I1x). En todos los muasculos estudiados
se evidenciaron fibras puras (tipos I, 1A y 11X) e hibridas (tipos HAX, 11XA y IIC).
Por otra parte, en el musculo tensor del velo palatino también fueron identificadas
fibras tipo 1IM.

En la lengua, los resultados obtenidos reflejaron una composicion muy

similar en todos sus musculos, con un claro predominio de las fibras rapidas,
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fundamentalmente los tipos hibridos IIAX o 1I1XA, seguido de los tipos puros 1A'y
11X. De forma aislada, se identificaron algunas fibras tipo IIC.

Los musculos del paladar y fauces del perro, excepto el musculo tensor del
velo palatino, también exhibieron un predominio de tipos fibrilares rapidos,
principalmente hibridos, que en el musculo elevador del velo palatino llegaron a
suponer el 98% de la poblacion total. EI musculo tensor del velo palatino se
caracterizo por tener una composicion fibrilar diferente, con presencia de fibras tipo
IIM muy abundantes en su zona central, en contraposicion con su zona periférica

constituida principalmente por fibras tipo I.

Los mdasculos faringeos, excepto el mauasculo cricofaringeo, estaban
compuestos mayoritariamente por fibras rapidas tipo I, con porcentajes cercanos al
90%, predominando los tipos hibridos IIAX o IIXA. También se observaron, en
menor proporcion, los tipos puros A, 11X y el tipo hibrido 1IC. EI musculo
cricofaringeo presentd una region periférica “rapida” con abundantes fibras puras
tipos 11X, 1A'y, en menor proporcion, tipos hibridos IHAX y IIXA. Por otra parte, se
describié también una region central “lenta” donde predominaban las fibras tipo I,

con una pequefia proporcién de fibras hibridas IHAX, IIXAy IIC.
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An analysis of fiber types and its distribution in canine muscles of the tongue
(genioglossus, hyoglossus, styloglossus and lingualis propius muscles), soft palate
(palatinus, levator veli palatini, tensor veli palatini and palatopharyngeus muscles),
and pharynx (pterygopharyngeus, stylopharyngeus caudalis, hyopharyngeus,
thyropharyngeus and cricopharyngeus muscles) was carried out. Additional samples
were obtained from the semitendinosus muscle to be used as a control. Muscle fiber
types were defined by histochemical (mATPase and NADH-TR), and
immunohistochemical (monoclonal antibodies against myosin heavy chain isoforms
I, lla and 11x) techniques. In all analyzed muscles pure I, I1A and I1X fibers and
hybrid IHAX, 1IXA and IIC fibers were observed. Furthermore, type 1M fibers were

identified in tensor veli palatini muscle.

Muscle fiber composition for all the tongue muscles was quite similar. Fast-
twitch fibers, mainly the hybrid types IHAX or IIXA, predominated, followed by
types 1A and 11X fibers. Also, isolated type 11C fibers were identified.
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Muscles of the soft palate, except the tensor veli palatini muscle, showed a
majority of fast-twitch hybrid fibers. In levator veli palatini muscle, these fibers
represented the 98% of the total population. Tensor veli palatini muscle had a
different fibrilar composition, since type 1IM fibers occupied its central area, whereas

type | fibers were found in the periphery.

Except in cricopharyngeus muscle, the canine pharyngeal muscles were
mainly composed of fast-twitch type Il fibers, with percentages close to 90%. In
lower proportion, there were pure IIA, 11X fibers and hybrid IIC fibers. The
cricopharyngeus muscle presented a “fast” peripheral region, that included pure 11X,
I1A fibers and, in smaller proportion, hybrid IIAX and IIXA fibers. On the other
hand, a “slow” central region, with a clear predominance of type I fibers, together
with a small quantity of hybrid IHAX, IIXA and IIC fibers was described.
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PRIMERA. Basandonos en los anticuerpos utilizados, sugerimos que si se aplican
Unicamente técnicas histoquimicas para la deteccion de la actividad mATPasa en los
musculos del perro, las fibras catalogadas como Ilp deberan denominarse fibras tipo
1X.

SEGUNDA. En todos los masculos analizados, la mayoria de las fibras clasificadas
histoquimicamente como Ilp y 1A en realidad se corresponden con fibras hibridas,
que coexpresan cadenas pesadas de miosina IIx y Ila, siendo por tanto muy escasas

las fibras puras tipo I1.

TERCERA. Los resultados obtenidos tras la aplicacion de anticuerpos
monoclonales frente a cadenas pesadas de miosina tipos I, 11a y 1Ix nos permiten, por
exclusion, desestimar la presencia de fibras 11B en los mudsculos estudiados; si bien,

son necesarios analisis mas complejos para poder confirmar este hecho.
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CUARTA. Los musculos extrinsecos e intrinsecos de la lengua del perro estan
compuestos mayoritariamente por fibras rapidas tipo Il, con un claro predominio de
los tipos hibridos I1XA y IIAX. En concreto, a nivel del vértice de la lengua no

hemos detectado en el musculo lingual propio fibras tipo I.

QUINTA. Excepto el masculo tensor del velo palatino, los mdsculos del paladar
y fauces de la especie canina quedan integrados, principalmente, por fibras hibridas
tipo 1l de contraccion répida, fibras que en el muasculo elevador del velo palatino

suponen, aproximadamente, el 98% de la poblacién total.

SEXTA. El masculo tensor del velo palatino del perro presenta una
constitucion fibrilar especial, diferente a la del resto de musculos del paladar y
fauces. En él, destaca una zona central donde predominan las fibras de contraccién
rapida tipo 1IM y una zona periférica integrada, fundamentalmente, por fibras lentas

tipo | y rapidas tipo 11X.

SEPTIMA. La musculatura faringea del perro, excepto el musculo cricofaringeo,
se caracteriza por tener un claro predominio de fibras hibridas de contraccion rapida,

en tanto que las fibras puras tipos I, 1A'y 11X se advierten en menor proporcion.

OCTAVA. El musculo cricofaringeo del perro presenta una region periférica
“rapida” con elevados porcentajes de fibras puras tipos 11X y I1IA, menor proporcién
de los tipos hibridos IHAX y 11XA, y escasas fibras de contraccion lenta tipo I. Por
otra parte, se describe una region central “lenta” donde se observan abundantes fibras
tipo I, que se entremezclan con una menor proporcion de fibras hibridas rapidas
IHAX y IIXA, y de fibras tipo I1C. Una regionalizacion similar ha sido observada en

el musculo cricofaringeo de la especie humana.
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