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RESUMEN

Se realizé un analisis de fibras musculares del semitendinoso a 18 perros, de los
cuales 10 eran clinicamente sanos (grupo Sano) y 8 con alteracién traumética y
cirugia ortopédica (grupo Qx), del grupo Sano (control) se tomé una biopsia
muscular, al grupo Qx se realiz6é una primera biopsia el dia de la cirugia correctiva
y otra 8 semanas después de un programa de rehabilitacién (grupo Rh) en el que
se incrementd el ejercicio, hasta llegar a ser una rutina de trotar 4 km en 30
minutos; se utilizaron técnicas morfométricas, estructurales, contractiles y
metabdlicas, encontrandose en todos los grupos mayor proporcién de fibras tipo |l,
en comparacién con las tipo I, con metabolismo oxidativo en todas y aumento en
el numero de nucleos en las fibras de los perros rehabilitados. En el grupo Qx
disminuyé el tamano fibrilar, los nucleos y los capilares, que en la segunda biopsia
(grupo Rh) aumentaron, acercadndose o superando a las proporciones del grupo
Sano. Metabdlicamente en todas las fibras de los grupos Qx y Rh se observo
presencia de SDH (actividad oxidativa) y disminucion del contenido de glucégeno
lo que explica que ocurri6 mayor consumo energético y lo que a su vez indica que
el ejercicio moderado puede ser utilizado como terapia de rehabilitacién en

alteraciones traumaticas, y demuestra que ocurre adaptacion muscular.

Palabras clave: Fibra muscular, mATPasa, perro, semitendinoso, ejercicio,
rehabilitacion.
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ABSTRACT

Was applied an analysis of the semitendinosus muscle fibers to 18 dogs, of which
10 were clinically healthy (healthy group) and 8 dogs with alteration traumatic and
orthopedic surgery (Group Qx), Sano (control) Group took a muscle biopsy, the
Group Qx biopsy was performed a first corrective surgery day and another 8
weeks after a rehabilitation program (Group Rh) which increased the exercise to
become a routine of jogging 4 miles in 30 minutes; morphometric techniques,
structural, metabolic, and contractile were found in all groups higher fibre type I, in
comparison with the type |, oxidative metabolism in all and increase in the number
of cores in the fibers of the rehabilitated dogs. Group Qx fell in the fibrillar size,
nuclei and the capillaries, which in the second biopsy (Rh group) increased,
approaching or exceeding the proportions of the healthy group. Metabolically all
fibers of the Qx and Rh groups was observed in presence of SDH (oxidative
activity) and glycogen content decrease which explains that occurred higher
energy consumption and at the same time indicating that moderate exercise can
be used as a rehabilitation therapy in traumatic alterations, and shows that muscle
adaptation occurs.

Key words: muscle fiber, mATPasa, dog, semitendinosus, exercise,
rehabilitation.
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INTRODUCCION

Este trabajo pretende generar y transmitir avances en el conocimiento sobre la
fisiologia del musculo esquelético del perro sano y del que padece lesiones
traumaticas, asi como observar la adaptacién muscular al ejercicio moderado
durante la terapia fisica de rehabilitacion, en estos ultimos casos, y servir como
una entidad diagnostica, que permita emitir un prondstico funcional en el
proceso de rehabilitacion post-quirargica de pacientes con alteraciones
traumaticas. El conocimiento de estos pardmetros, podra ser un punto de
partida para posteriores estudios sobre la adaptacién del musculo esquelético
del perro en diversas condiciones, como: reposo/actividad, enfermedades,
crecimiento y desarrollo 6 desemperfio frente a multiples protocolos de ejercicio

terapéutico.

Existe el fendmeno de adaptacion de las propiedades estructurales vy
funcionales de acuerdo con el tipo y la cantidad de esfuerzo fisico impuesto al
sistema, se ha demostrado que los musculos pueden sufrir tipos especificos
de adaptaciones, que incluyen cambios tanto en la cantidad como en el tipo de
proteinas que se expresan, este cambio en la expresion esta bajo el control de
procesos moleculares y celulares que a su vez regulan el equilibrio de la
sintesis de proteina y su degradacién para isoformas proteinicas especificas
(Strbenc 2006, Acevedo 2006). La expresidn de genes alterados de isoformas
proteinicas especificas, es un proceso central en la plasticidad de la adaptacién
muscular. Como tal la regulacién genética de las isoformas buscadas, esta a su
vez bajo un complejo arreglo de células mensajeras sefalizadoras, que en
ultima instancia, integran el esfuerzo mecanico de los patrones especificos de
utilizacion del musculo, en un proceso adaptativo, donde la estructura muscular
y su funcién son transformadas (Strbenc 2005); para el proceso de retorno a la
funcionalidad, la terapia fisica es, esté estimulo que altera el sistema y con el

gue se observa la recuperacion progresiva.



Con esta observacién podrian delimitarse el tipo de alteracion de las fibras
musculares, si se tiene o no la capacidad de recuperacion, el tiempo y ejercicio
adecuado para la obtencién de resultados y con ello disminuir el periodo de
restablecimiento funcional, lo que también se vera reflejado en el costo-

beneficio de la rehabilitacion para el propietario del paciente.

La toma y andlisis de la biopsia muscular antes y después de la rehabilitacién
es un método de diagnéstico precoz y de evaluacion terapéutica, analizando
desde una perspectiva celular y molecular la adaptacion del musculo
esquelético del perro durante la terapia fisica de rehabilitacién. Los estudios
sobre este tejido se han basado en la obtencién de biopsias musculares de
manera quirdrgica y con aguja percutanea (Lindholm y Piehl 1974; Acevedo y
Rivero 2006), el cudl es un método inocuo, que permite el andlisis de las
caracteristicas histolégicas, histoquimicas (Brooke y Kaiser 1970, Rivero y cols,
1994) e Inmunohistoquimicas (Schiaffino y Reggiani 1996), caracterizando
objetivamente al fenotipo muscular en cuanto a su diversidad y adaptacion.

Los resultados de estas técnicas han permitido determinar el concepto de
“tipos de fibras musculares” (Talmadge y cols. 1993), segun el cual las fibras
musculares se clasifican en grupos concretos, que difieren en sus propiedades
morfolégicas (tamafo, densidad nuclear y de capilares), contractiles (velocidad
maxima de contraccion) y metabdlicas (capacidad oxidativa, capacidad
glucolitica, contenido de substratos) de acuerdo al tipo de actividad que se esté
realizando, edad y etapa fisioldgica (Talmadge1993, Baldwin 2002).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

LA FIBRA MUSCULAR DEL PERRO

En los vertebrados el musculo esquelético representa del 40 al 50 % de peso
corporal vivo, de este el 75 al 90% son miofibrillas, que constituyen la unidad
celular basica del tejido muscular estriado esquelético, (Dubowitz 1985, Randall
1997). En el perro la masa muscular esquelética es entre 44 y 57% de peso
corporal vivo, los masculos proporcionan la fuerza motriz para la locomocién, la
respiracion, vocalizacibn y muchas mas funciones que mantienen la vida
(Taylor 1991).

Los miocitos o fibra musculares, se unen integrando haces o fasciculos
primarios, que a su vez asociados forman el musculo, cada uno de estos
conjuntos se ve envuelto en tejido conjuntivo, asi el endomisio es la delgada
red de tejido conjuntivo con fibras de colageno y reticulina, que envuelve a los
miocitos, capilares sanguineos y fibras nerviosas terminales. El perimisio con
fibras densas de colageno concede fijacion a los haces adyacentes, esta
formando tejido conjuntivo interfascicular y también lleva la irrigacién e
inervacion. El epimisio de considerable grosor y densidad y con una profusa
cantidad de colageno, es la capa mas externa de tejido conectivo en forma de
vaina; el tamafo de los haces primarios esta relacionado con la funcionalidad
del musculo por lo que si estos intervienen en movimientos sutiles y de alta
especialidad presentaran fasciculos de tamafo pequefio y con una gran
proporcidén de perimisio.

Si los musculos estan involucrados en movimientos de mayor recorrido y con
una menor especializacién como los utilizados en la locomocién, tienen menor

cantidad de perimisio y sus fasciculos son de gran tamafo.



La fibra muscular es una célula grande de 1-40 mm de longitud y diametro que
oscila entre 10-120 pum, estd formada por fusiébn de numerosas células
mononucleares, los mioblastos, componen asi un sincitio continuo dentro del

cual se distribuyen una gran cantidad de nacleos (Dellmann 1994).

La membrana que recubre a la célula muscular recibe el nombre de sarcolema,
al citoplasma se denomina sarcoplasma y en él se disponen los elementos
contractiles del masculo, los miofilamentos agrupados en miofibrillas, ademas
de mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo sarcoplasmico, mioglobina,
glucégeno y vacuolas lipidicas. Las miofibrillas son las unidades contractiles
compuestas por los miofilamentos: las proteinas contractiles de diametro y
estructura bioquimica diferentes, los miofilamentos gruesos é bandas tipo A
constituidos por miosina, con 200 Kd de peso molecular, es una molécula lineal
con forma de bastén de golf, unos 1500 por filamento, con longitud de 200nm y
2-3 nm de diametro, provista de una doble cabeza, qué en situaciones éptimas
se agrega en filamentos gruesos, esta doble cabeza presenta actividad
enzimatica adenosin trifosfatasa miofibrilar (m-ATPasa), atributo a considerarse
para establecer la clasificacion histoquimica de la fibra muscular. Los
miofilamentos finos & bandas tipo 1, unos 3000 en los que predomina la actina,
proteina globular de bajo peso molecular (42 Kd) también en esta se
encuentran la tropomiosina y la troponina, que a pH fisiolégico polimerizan
formando una hélice de doble filamento. Para conformar la miofibrilla ambos
miofilamentos se disponen paralelamente entre si y al eje de contraccién del
miocito, de forma ordenada y alternante, ocupando gran parte del sarcoplasma
y dando el aspecto estriado tipico de la fibra muscular, bandas obscuras A y
claras | (Guyton 2006, Dellmann 1994, Banks 1986).

Las células musculares esqueléticas son autosuficientes para llevar a cabo y
mantener el ciclo de contraccion y relajacion. Es debido a que durante la

excitacion muscular de estas células, el calcio, que es el activador mecanico,



sale del reticulo sarcoplasmico y se recaptura por él, por lo que queda listo

para volver a ser usado.

El masculo es un motor eficiente cuya movilidad es causada por la activacién
de la miosina, los sitios de fijacion entre la miosina y la actina se encuentran en
la actina, que en condiciones de reposo estan tapados por las proteinas
reguladoras, la tropomiosina y en presencia de calcio la otra proteina
reguladora, la troponina, que estd adherida a la tropomiosina, mueve esta
ultima para destapar los sitios de fijacion entre la miosina y la actina. Esta unién

conduce a la contraccién, movimiento.

2.1 CLASIFICACION

En los musculos esqueléticos de la mayoria de los mamiferos pueden ser
determinados cuatro tipos fibrilares diferentes sobre la base de su actividad
adenosin trifosfatasa miofibrilar (m-ATPasa) tras ser pre incubadas en medios
acidos y alcalinos: lentas o fibras tipo | y tres tipos fibrilares rapidos: IIA, 1IB y
[IC (Brooke y Kaiser 1970, Billeter y cols. 1981). Sin embargo, las diferencias
entre especies en la labilidad del pH de la m-ATPasa existen, lo cual debe ser
considerado durante la clasificacion de los tipos fibrilares de las diferentes
especies animales (Acevedo 2006).

La diversidad de la actividad m-ATPasa y las propiedades fisiolégicas de las
fibras esqueléticas musculares estan relacionadas con la heterogeneidad de
las proteinas miofibrilares, principalmente de las cadenas pesadas de miosina
(MyHC). Cuatro isoformas frecuentes de MyHC pueden distinguirse en las
fibras extrafusales de los musculos adultos del tronco y miembro de los
pequefios mamiferos. La MyHC-| se expresa en las fibras tipo | o esquelética
lenta, la MyHC-IIA 'y MyHCIIB son, respectivamente, expresadas en las fibras
tipo 1A y 1IB, y la MyHC-IIX o MyHCIID estan presentes en un subgrupo de



fibras rapidas (tipo 1ID/IIX) (Schiaffino y cols., 1996; Pette y 1999). Existe una
alta correlacion entre el contenido en isoforma MyHC y las propiedades
contractiles de una fibra muscular. Estudios en fibras aisladas de roedores
mostraron que la maxima velocidad de acortamiento de los tipos fibrilares se
incrementaba en el siguiente orden: | < llA< IIX< 1IB (Strbenc 2006, Talmadge
2000).

Las fibras que co-expresan mas de una isoforma MyHC simultdneamente son
poco comunes y han sido marcadas como fibras hibridas (Pette 1999). En el
pasado Uunicamente las fibras tipo 1IC eran consideradas como hibridas, ya que
co-expresaban las isoformas MyHC-1 y MyHC-IIA, y se encuentran en los
estados juveniles. No obstante, se pensaba que habia un pequefio nimero de
fibras hibridas (IIC) en los muasculos esqueléticos adultos, sin embargo, su
namero podria aumentar durante las transformaciones de los tipos de fibra
muscular. Recientemente se ha encontrado que diferentes MyHC répidas ya
desarrolladas son regularmente co-expresadas en los muasculos adultos
normales asi como durante el desarrollo muscular, la regeneracion, la
denervacion, las transformaciones inducidas eléctricamente y debido a cambios
en el estado hormonal o entrenamiento fisico (Schiaffino y Reggiani 1996,
Strbenc 2006).

La mayoria de los estudios histoquimicos de los musculos del tronco y miembro
de los perros se han basado en la actividad m-ATPasa de las fibras
musculares; sin embargo, los resultados de estos estudios no han producido
una clasificacioén clara de los tipos de fibras.

Mientras que las fibras tipo | y tipo Il pueden ser facilmente distinguidas
después de la reaccion de la m-ATPasa, la diferenciacion de las subclases de
las tipo Il es bastante complicada (Latorre y cols. 1993). La mayoria de los
autores describe las fibras tipo IIA y [IC mientras que otros subdividen las fibras

tipo Il dentro de los tipos IIA y 1IB (Rivero y cols. 1994). Fibras similares a las



tipo 1IB aunque mas acido labiles que las 1IB de otras especies, que también se
demostraron en pocos estudios Gil (1986) y Latorre y cols. (1993) las
denominaron fibras tipo Il P, o fibras propias del Perro, se evidenciaron
después de preincubaciones alcalinas (pH 10.4) y acidas (pH 4.6). Las fibras
tipo Il Perro difieren de las clasicas fibras tipo 11B en la intensidad de su tincidén
después de preincubacion alcalina; no obstante, después de preincubacién en
medio acido, la intensidad de la tincidbn variaba con los diferentes
procedimientos histoquimicos.

Los primeros intentos de clasificacidn de los tipos de fibras determinados,
segun su m-ATPasa y sus propiedades metabdlicas al mismo tiempo,
mostraban que eran defectuosos (Pette 1999, Strbenc 2004). De forma similar,
los datos publicados sobre las propiedades metabdlicas de las fibras
musculares del perro son controvertidos, especialmente en el caso de los tipos
fibrilares rapidos. En la mayoria de los estudios se demostré que todas las
fibras tipo Il eran de moderada a altamente oxidativas (Rivero y cols. 1994;
Latorre y cols. 1993), pero también se publicé que las fibras rapidas eran solo
ligeramente oxidativas. A pesar de los muchos estudios histoquimicos, apenas
hay datos claros disponibles sobre el patron de la expresion de las isoformas
MyHC en las fibras de los musculos del tronco y miembros del perro.

Una caracteristica metabdlica del musculo del perro es que los tipos fibrilares
de contraccién rapida son moderadamente 6 altamente oxidativos. La ausencia
de fibras glucoliticas puras es quiza responsable de la alta capacidad de
resistencia de esta especie. La densidad nuclear es mayor en las fibras tipo |
que en las Il, Dentro de los subtipos de las fibras I, el numero relativo total de
nucleos disminuye en el orden IIA>IIX>IIB y esté relacionado con la densidad
capilar y la capacidad oxidativa de las fibras tipo Il en el masculo del perro.
(Acevedo 2006).



2.2 CONSECUENCIAS DE LESIONES TRAUMATICAS

Las alteraciones traumaticas de los perros en las metrépolis hoy en dia son
una causa frecuente de consulta veterinaria, en la practica clinica se requiere
un diagnéstico preciso para la mejor evolucion de la lesion, la atencidn es por
consulta externa o urgencias y la resolucién puede ser: desde indicaciones de
manejo en casa (inmovilizacion, fisioterapia, cambio de ambiente) y medicacién

o hasta correcciones quirargicas y posterior rehabilitacién.

Las lesiones traumaticas pueden involucrar dafo estructural al sistema
muscular, articular y 6seo, ya sea por contusidén, laceracidén, elongacién,
ruptura, sindrome compartimental, isquemia y denervacion; en el tejido

osteotendinoso: rupturas, esguinces, luxaciones y/o fracturas.

Las patologias mas frecuentes son la ruptura de ligamento craneal cruzado

(RLCC), fracturas femorales y de cadera, luxacion tarsal, patelar y coxofemoral.

Algunos de los cambios estructurales vy fisiolégicos de mayor relevancia, del
sistema Musculoesquelético en el que estan implicadas las lesiones
traumaticas, ocurren por el desuso e inmovilizacibn, muchas veces como
consecuencia de la reparacién quirurgica que se realiza. La disminucién de la
actividad tiene como consecuencia atrofia osteomuscular y cambios articulares,
si el desuso continua los elementos visco elasticos del tejido muscular se ven
reemplazados por tejido fibroso que redunda en menor capacidad de

movimiento (Leighton 1991).

Los musculos extensores con mayor proporcion de fibras | (fibras lentas) y que
cruzan una sola articulacién son mas susceptibles a la atrofia, como resultado
de la disminucién de la carga mecanica, en comparacion con aquellos que
tienen mas fibras tipo Il y que no son usados como musculos posturales, la

perdida de la fuerza muscular, se debe a la perdida de la masa muscular. Las



fibras tipo IIC representan un estado transicional entre los tipos | y Il y son
precursores de los tipos IIA y 1IB en los neonatos (Millis 2005, Gil 1986).

La atrofia después de la cirugia es comun, se pierde 1/3 de masa muscular en
el miembro afectado después de la correccién por RLCC, la perdida se detecta
después de las primeras dos semanas y continda por lo menos 5 semanas

mas, si no hay intervencién de rehabilitacion (Millis 2007).

Por la inmovilizacién y/o desuso disminuye la carga continua de peso, con lo
cual se observa una reduccién en el diametro de las fibras musculares, también
hay decremento de la fuerza muscular que ocurre rapidamente en la primera
semana de desuso y la funcion mitocondrial y sintesis de proteina se ven
demeritadas. La atrofia se observa en diferente nivel, en las fibras que han
tenido mayor funcion y la posicion en que han sido afectadas, por ejemplo en
los musculos que tienen un funcion de movimiento al ser inhibida la carga y el
movimiento se ven afectadas las fibras tipo IIA y en menor grado las tipo | y las
tipo 1IX. Aunque la masa muscular se recupera lentamente, la atrofia puede
permanecer hasta un afo. La rehabilitacién puede atenuar considerablemente

la pérdida de masa muscular (Steiss 2002, Millis 2007).

2.3 ADAPTACION DEL MUSCULO ESQUELETICO AL EJERCICIO

Las fibras musculares son reconocidas como plasticas, sus caracteristicas
fenotipicas y funcionales estan sujetas a cambios en respuesta a patrones de
actividad. Existen cuatro fenotipos de isoformas de cadena pesada de miosina
(MyHC) que son | lentas, IIA rapidas, IIB rapidas y IIC transicionales,
caracterizadas por su capacidad de expresar isoformas (especies moleculares
de una proteina dada), son moléculas con ligeras variaciones de composicion
de aminoacidos con capacidades diferentes en cuanto a contractilidad y
reactividad (Baldwin 2002).



El proceso de adaptacion del musculo es la capacidad de variar su
contractilidad y reactividad que se puede influenciar por el ejercicio terapéutico
porque favorece la recuperacién progresiva de la actividad, al actuar como
estimulo; la ausencia de degeneracién nuclear puede explicar porque el
musculo tiene una sorprendente facultad de recuperacién, después de una

prolongada inactividad, cuando se restablece la actividad (Gundersen 2008).

De acuerdo a los resultados morfométricos y metabdlicos se realiza la
comparacién de la caracterizacién fibrilar obtenida: en el musculo del perro se
encuentran fibras I, lIA, 1IB y lIC, y la proporcién y tamafo de ellas varia de
acuerdo a la funcién de cada musculo, asi como a la edad y actividad de cada
individuo (Millis 2007).

La adaptacion de las propiedades estructurales y funcionales de acuerdo con el
tipo y la cantidad de esfuerzo fisico impuesto al sistema, ha demostrado que
los musculos pueden sufrir tipos especificos de adaptaciones, que incluyen
cambios tanto en la cantidad como en el tipo de proteinas que expresa, este
cambio en la expresidn esta bajo el control de procesos moleculares y celulares
que a su vez regulan el equilibrio de la sintesis de proteina y su degradacién
para isoformas especificas proteicas. La expresién de genes alterados de
isoformas proteicas especificas, es un proceso central en la plasticidad en la
adaptacién muscular. Como tal la regulacion genética de las isoformas
buscadas, esta a su vez bajo un complejo arreglo de células mensajeras
sefalizadoras que en ultima instancia integran el esfuerzo mecanico de los
patrones especificos de utilizacion del musculo en un proceso adaptativo,
donde la estructura muscular y su funcién son transformadas. (Hoppeler 1986).

La plasticidad muscular es la habilidad de una célula muscular dada de alterar
ya sea la cantidad de proteina o el tipo, (isoforma o fenotipo) abarcando sus
diferentes componentes celulares en respuesta a cualquier estimulo que

interrumpa su homeostasis normal.
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El potencial de plasticidad del musculo puede manifestarse de tres maneras 1)
un cambio en la cantidad de proteina, 2) el tipo de isoforma proteica que
expresa y 3) una combinacion de ambas.

Entrenamiento-ejercicio moderado

Una actividad fisica realizada regularmente del tipo de resistencia, la cual eleva
los requerimientos de energia del organismo hasta aproximadamente 70-80%
de su capacidad aerdbica maxima, induce a una sobre regulacion de los
sistemas enzimaticos mitocondriales del ciclo de Krebbs de la cadena de
transporte de electrones y de la biosintesis hematica, hay un incremento en la
expresion de estas enzimas involucradas en la activacion de acidos grasos, en
la traslocacién y oxidacion y en aquellas proteinas transportadoras, que estan
relacionadas con el consumo de glucosa en las células musculares (McGowan
2007).

Se ha reportado que puede haber un ligero aumento de aquellas fibras que
abarcan unidades motoras de contraccion lenta, fuertemente utilizadas durante
cada sesién de entrenamiento. Por lo tanto hay una expansion selectiva de la
reserva mitocondrial que producen aquellas fibras fuertemente involucradas en
el apoyo de la actividad de resistencia con algunos decrementos pequernos que
ocurren en los sistemas enzimaticos que soportan los procesos de
transformacion de energia anaerdbicos. Puede haber ligeras transformaciones
en la expresion de isoformas MyHC de tal manera que las formas intermedias
rapidas (llA, 1IX) con una cinética ciclica de puente cruzado econémico (baja
actividad especifica de adenosin trifosfato) son expresadas en lugar de MyHC
rapidas. Consecuentemente cuando el ejercicio de una intensidad y duracién
moderada dada se realiza en el entrenamiento el ejercicio general o que

involucre a todo el cuerpo, resulta mas econémico para el individuo que lo
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realiza. Ademas existe un gran apoyo en la grasa como fuente principal de un
sustrato de energia el cual es puesto en marcha por una reduccion de una
contribucion relativa de carbohidratos endégenos a las necesidades totales de
energia del individuo. Esta transformacion en la utilizacion del sustrato se debe
en gran medida en un aumento en el nivel de expresion de aquellos sistemas
enzimaticos, involucrados en el procesamiento de &acidos grasos para la
produccién de energia (trifosfato de adenosina) en la via de oxidacién beta en
la mitocondria y en el almacenamiento de equivalentes reductores derivados
tanto del citosol como de compartimentos mitocondriales para la reduccion del
oxigeno molecular a agua, en la cadena de transporte de electrones. Una
sintesis aumentada de proteinas de sefial como citrato-sintasa puede ser
inducida independientemente de un aumento en la reserva correspondiente de
mMRNA, ilustrando la importancia del papel que la actividad de sintesis de la
proteina puede jugar en aumentar la expresion mitocondrial en respuesta a una

actividad contractil aumentada (Millis 2007).

Descarga

En el otro extremo el patrén opuesto de transformacion ocurre cuando el
musculo no tiene carga, como ocurre con la exposicion a un ambiente de
microgravedad, bajo estas condiciones las fibras musculares se atrofian, tanto
en los musculos anti gravitacionales como en los locomotores. Las fibras del
tipo de contraccidn lenta, sufren transformaciones en las cuales una porcién de
la miosina lenta es degradada y reemplazada por isoformas mas rapidas:
MyHC (principalmente 11X). Bajo estas condiciones una nueva especie de fibras
llamada hibrida lenta-rapida es creada. Lo que se conoce como aceleracion del
aparato contractil, en estas fibras seleccionadas, hay cambios en la expresion
de proteinas involucradas en liberacidn y secuestro del calcio en donde
grandes cantidades de estas proteinas ciclicas del calcio, se expresan en las

fibras musculares atrofiadas.
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Bajo condiciones de descarga la capacidad oxidativa por unidad de masa de
tejido no estd marcadamente alterada, aunque hay una reduccién en la
capacidad para procesar los acidos grasos como una forma de sustrato de
energia, esto ultimo no puede ser atribuido a una reduccion en las enzimas que

involucren procesos oxidativos beta.(Lieber 1987).
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3. OBJETIVO

Demostrar que al aplicar un protocolo de rehabilitacion, basado en ejercicio
moderado se obtienen cambios, en la fibra muscular del perro que propician la

recuperacion de la funcién.
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4. HIPOTESIS

El ejercicio fisico actia como un estimulo que promueve la adaptacién
muscular, en consecuencia los sujetos con lesiones traumaticas y que tuvieron
disminucion en la funcién normal (inactividad, inmovilidad, falta de apoyo) se
veran beneficiados, se revertird la atrofia y la fibra cambiard su conformacion y

metabolismo.
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5. MATERIAL Y METODOS

Para identificar a las fibras musculares se consideran las propiedades de cada
uno de los tipos, los cuales difieren segun sus caracteristicas moleculares,
estructurales, contractiles y metabdlicas, el proceso de tipificacién basado en la
desnaturalizacién 4cida y alcalina de la m-ATPasa se ha extendido a varias
especies y es una valoracioén cualitativa de la miosina, que determina el tipo y
la velocidad de contraccién, también se consideran enzimas asociadas con el
metabolismo glucolitico y oxidativo, y para las propiedades morfolégicas la
medicion del area transversal, nimero de capilares y nacleos; para el presente
trabajo se consideraron dos grupos, el grupo 1 que sirve de control con sujetos
sanos, para tener una base de comparacién y el grupo 2 de experimentacion,
que cursd con lesiones traumaticas y posterior programa de rehabilitacion.

Figura 1

Figura 1.Musculo semitendinoso, Técnica de mATPasa: A- pH 4.6, B-pH 10.6, C-pH 4.3, D-Técnica NADH-Tr, las fibras con el
borde sefialado son tino TIC
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5.1 DEPENDENCIAS DONDE SE REALIZO EL PROYECTO

e Laboratorio de Técnicas Histologicas de la Facultad de Medicina UNAM

e Area de ensefianza de Cirugia, Departamento de Medicina, Cirugia y
Zootecnia para perros y gatos, FMVZ UNAM

e Quiréfanos y area de rehabilitacion del Hospital Veterinario de
Especialidades UNAM (HVE)

e Laboratorio del Departamento de Fisiologia y Farmacologia FMVZ
UNAM

5.2 SUJETOS DE ESTUDIO

Este protocolo fue evaluado y aceptado por el Subcomité Institucional para el
Cuidado y uso de Animales en Experimentacion (SICUAE) de la FMVZ-UNAM.

El presente experimento se realiz6 utilizando una muestra disponible de 18
perros domésticos (7 machos y 11 hembras) tenian de 2 a 5 afios de edad, 15
a 30 kg de peso, de razas medianas y mestizos. Los sujetos sanos (grupo
Sanos) fueron  seleccionados aletoriamente del servicio de ensefianza
quirargica y los que tenian traumatismo (grupo QX) fueron seleccionados
aleatoriamente del servicio de consulta del HVE durante el periodo de
noviembre-septiembre de 2010, e ingresaron al estudio por consentimiento
informado de sus propietarios. Cuadros 1y 2

El grupo de sujetos sanos (grupo Sanos o de control), estuvo formado por 10
sujetos con caracteristicas que se describen en el cuadro 1, cuya funcién
zootécnica fue la de ser utilizados como modelos de ensefianza quirdrgica,

este grupo sirvi6 como control, para ello se considero como criterio de inclusion
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ademas de talla y peso, el realizar un examen fisico general para establecer
edad aproximada y que las constantes fisiolégicas demostraran que se
encontraban libres de signos relacionados con alguna enfermedad, es decir
que estuvieran clinicamente sanos. Y el grupo de experimental (grupo Qx y
Rh) por los 8 sujetos restantes cuyas caracteristicas se describen en el cuadro

2; se considero que la variable sexo no era relevante para el estudio.

T _ i =

Mestizo Hembra

Mestizo Hembra

Mestizo Hembra

Mestizo Macho

Mestizo Macho
Cuadro 1. Caracteristicas generales de los sujetos del grupo1

Los criterios de inclusion del grupo 2 (Qx y Rh) fueron:
Expediente médico HVE-UNAM
Semiologia de alteracion ortopédica y de la marcha
Pruebas diagnésticas
Diagnéstico clinico y tratamiento quirargico

Aceptacién del propietario por escrito
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Con estas consideraciones 8 sujetos, perros de compafia, completaron el
grupo. La toma de la primera biopsia del grupo Qx se realizd posterior al
manejo quirdrgico correctivo de cada caso y la segunda después del periodo de
rehabilitacion establecido (grupo Rh). Cuadro 2

CORRECCION
SUJETO sexo | CORPORAL | QUIRURGICA

Doberman Pinscher Macho Osteosintesis
Femoral
Mestizo Macho Osteosintesis
Femoral
Cobrador Dorado Hembra 30 TTA/RLCC
_ Mestizo Macho Excision AF

Cuadro 2.Caracteristicas del grupo 2 de sujetos con lesiones traumaticas, TTA/RLCC, adelantamiento de
tuberosidad tibial para correccién de ruptura de ligamento craneal cruzado, Excision AF, Excision
Artroplastica de cabeza femoral.
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5.3 OBTENCION DE BIOPSIAS MUSCULARES:

Lo obtencidon de las biopsias para los dos grupos fue similar salvo que para el
grupo Sanos se realizé con anestesia fija. Esta se llevd a cabo utilizando
técnicas de asepsia quirdrgica al miembro pélvico, para toma excisional con
bisturi, se realizd incision en piel, previa identificacion de las referencias
anatémicas del musculo semitendinoso, que se encuentra en el origen entre el
biceps femoral y el semimembranoso y descansa en su insercidon sobre la
porcion medial del gastrocnemio cubierto por el gracilis, también se inserta en

la tuberosidad calcanea (Evans 2002).

Se practico la diseccidn, retiro de tejido graso y conectivo, se efectuaron cortes
paralelos del sitio elegido, para obtener una porcion de 6 mm largo por 3 mm
ancho, por 3 mm de espesor aproximadamente; las muestras musculares se

acomodaron de acuerdo a la longitud, previa proteccion con OCT Compoud

Tissue Tek. Figuras 2y 3.

Figura 2 Vista medial, la flecha sefala el musculo Figura 3 Delimitacion del corte de la biopsia
semitendinoso
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La toma de la biopsia muscular se realizd durante los procedimientos de
practica de licenciatura del area de ensefianza en Cirugia, previa
tranquilizacion con meleato de acepromacina a dosis de 0.2 mg/kg IMy la
administracién de anestesia fija con pentobarbital sédico a dosis de 30 mg/kg
IV. Figura 4.

Figura 4. Toma de biopsia, musculo semitendinoso, incision de 2 cm

5.4 PROTOCOLO DE REHABILITACION: EJERCICIO MODERADO

Se implemento el protocolo iniciando el mismo dia de la correccion quirdrgica
con crioterapia cada dos horas con el propdsito de controlar el dolor y la
inflamacién (McGowan 2007), también se realizaron series de movilizaciones
pasivas 2 veces al dia y se promovi6 la cuadripedestacién con apoyo cuando
el caso lo requeria durante la primera semana. A partir de la segunda semana
los perros empezaron con una caminata con apoyo y correa al dia, durante 5
minutos y progresaron paulatinamente hasta dos caminatas de 10 minutos al
dia, en la tercera semana se aumento la velocidad para lograr un trote ligero en
dos ocasiones por dia durante 15 minutos, a partir de la cuarta semana la
distancia se aumento hasta 4 km por dia divididos en dos salidas a trotar, con
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un tiempo de 15 minutos cada una, de la quinta a la octava semana el ejercicio
consistié en trotar por 30 minutos a una velocidad constante que permitiera
recorrer los 4 km en ese tiempo. Cuadro 3

CIRUGIA SEMANA 1
CORRECTIVA Crioterapia MRP

1ra Biopsia apoyo

SEMANA 2
Caminatas/correa

SEMANAS 5-8 SEMANA 4 SEMANA 3

133 mt/min Trote 4 km/dia Trote ligero

2 da Biopsia

Cuadro 3 Adaptado de “ejercicio moderado”. Millis cols; Canine rehabilitation and Physical therapy,
chapter 7, 2004, Missouri, WB Saunders

5.5 CONGELACION DE LAS BIOPSIAS

Tras la obtencidén de las muestras se realiz la congelacion ultrarrapida que se
llevé a cabo de acuerdo al método de isopentano (2-metilbutano) enfriado en
nitrégeno liquido, descrito por Dubowitz/Brooke (1973).

En un vaso de precipitado con aproximadamente 100 ml de isopentano (2-
metilbutano), previamente enfriado en un termo con nitrégeno liquido a -190°C
hasta observar paredes y fondo del vaso escarchados (temperatura 6ptima -
160°C) se introdujeron las muestras por espacio de 20-40 segundos, con esta
técnica se trata de producir una congelacién rapida y atraumatica, apta para
conservar integras las caracteristicas enzimaticas e histologicas de las
estructuras musculares; se depositaron en viales cilindricos, identificandolas
con etiquetas y se colocaron en un contenedor dentro del congelador a -80°
C, donde permanecieron hasta que se realiz6 el corte.
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5.6 CORTE DE LAS BIOPSIAS

Se realizé el corte seriado de las biopsias congeladas, a — 25° C en criostato
2800 Frigocut (Reichert-dung, Leica, Bensheim, Alemania), con los siguientes
grosores 10, 12 y 14 um, que fueron depositados sobre portaobjetos cubiertos
con anterioridad con Poli-L-lisina al 5%. La adherencia al portaobjetos fue por
contacto con la cuchilla del criostato.

Para corroborar que no hubiera artefactos durante la congelacion e identificar la
posicién del musculo, que permita cortes trasversales, se realiz6 la tincién de
Hematoxilina-Eosina, si coincidia el corte transversal de las fibras musculares,
se procedia al corte de la muestra, obteniéndose 36 cortes seriados por
muestra disponiéndose tres en cada portaobjeto. Los portaobjetos fueron
dispuestos en cajas enfriadas y posteriormente almacenados a -80° C, hasta su

utilizacién para las diferentes técnicas.
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5.7 TECNICAS HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS

(Descritas en el ANEXO)

Tincion Hematoxilina-Eosina (HyE)

Se utilizd en los primeros cortes de cada muestra para verificar la disposicion
transversal de las fibras musculares, confirmar ausencia de artefactos por

congelacion y analizar la morfologia de los miocitos. Se observan los nucleos

tefiidos de azul, las fibras color rosa y el tejido conectivo de color rosa claro.
(Sida y cols, 1995). Figura 5

Figura 5 Tincién H y E. En esta tincion de hizo la medicion del area transversal, las flecha sefalan a
nucleos
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Tinciéon Acido Peryodico de Schiff (PAS)

La tincidn del glucégeno en las fibras se demuestra con esta técnica, también
sirvi6 para la identificacion de los capilares, que se encuentran en la periferia y

cuya membrana basal es sujeta de adherencia al color.

Para determinar si una fibra PAS positiva (Per-yodica de Schiff), esta
compuesta de glucogeno, se traté con un preparado control con la enzima a-

amilasa, (a-Amilasa PAS) que escinde el glucégeno especificamente. Figura 6

Figura 6 Tincion PAS. Mayor intensidad en fibras con glucégeno y visualizacion de capilares, flechas.
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TECNICAS HISTOQUIMICAS

La técnica de deteccién de ATPasa miosinica (m-ATPasa) con preincubaciones
alcalinas y acidas, para valorar las caracteristicas contractiles de los miocitos y
la succinato deshidrogenasa (SDH), a fin de determinar el potencial oxidativo o
glucolitico por medio de la alfa glicerol fosfato deshidrogenasa (a GPDH) o sea

las caracteristicas metabdlicas de las fibras musculares.
m-ATPasa

De acuerdo a este tipo de técnicas son detectadas, mediante microscopia
Optica, la actividad ATPasa (ausencia 6 presencia) de la miosina contenida en
el miocito. Las preparaciones son incubadas en una solucion con ATP y Calcio
a pH 4.5. La enzima ATPasa, en este 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. Después se
anade cloruro de cobalto, el cobalto sustituye al calcio, transformandose en
fosfato de cobalto que precipita en los mismos sitios que el fosfato célcico,
finalmente se transforma en sulfuro de cobalto al ser sometido a la presencia
de solucién de sulfuro de amonio, también es insoluble y de coloracion negra,
por lo que se puede demostrar por microscopia Optica la actividad de la m-
ATPasa, en las fibras musculares (Dubowitz y Brooke, 1973).

Al exponerse previamente las biopsias musculares a medios de diferente pH
(acidos 4.3-4.6 y alcalinos10.2-10.6) se logra evidenciar un mayor numero de
tipos fibrilares, debido a la diferente labilidad de las distintas isoformas de
miosina de las fibras musculares. Por lo tanto se puede observar la coloracién
de las miofibrillas separadas por el espacio intermiofibrilar, que no llega a

tefirse. Figuras 7 y 8.
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mATPasa pH 4.6

Figura 7 Las fibras obscuras son |, las intermedias 11X y las claras IIA

mATPasa pH10.4

Figura 8 Las fibras obscuras son IIA, las intermedias IIX y las claras |
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Tinciéon Succinato Deshidrogenasa (SDH)

Las enzimas oxidativas, tales como las deshidrogenasas, diaforasas (NADH-Tr)
y oxidasas tiene relevancia debido a que reflejan la utilizacion de diferentes
intermediarios metabdlicos del ciclo de Krebs y vias relacionadas en la
mitocondria y son utilizadas como marcadores de la capacidad oxidativa, por lo
tanto indican las posibles fuentes de energia en el metabolismo muscular,
(Blanco 1985).

s% Q‘/

A

Figura 9 SDH Las fibras con mayor intensidad tienen metabolismo oxidativo

Tincién Alfa glicerol fosfato deshidrogenasa (a« GPDH)

Es una enzima que se emplea en la determinacion de la capacidad glucolitica
de las fibras musculares, esta técnica tiene al alfa glicerol fosfato como sustrato
e indica las posibles fuentes de metabolismo glucolitico. (Martin 1985).
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5.8 PROCESO DE FOTOGRAFIADO Y ANALISIS DE IMAGEN

Después de llevarse a cabo las técnicas histolégicas e histoquimicas, se
procedio al fotografiado de los cortes de las biopsias, la captura de la imagen,
a 10x se hizo con un microscopio 6ptico (Motic® Type BA200) y una camara de
alta resolucién con tarjeta grafica. Para las areas se analizaron 50 fibras
musculares por seccidn escogida, sin artefactos, las células se numeraron de

forma aleatoria y fueron las mismas en cada tincion.

Se estableci6 el area morfométrica transversal de las miofibras, obteniendo +/-
1000um?, con lo cual se determinaron las diferencias morfométricas para cada
fibra con las tinciones HE y a-amilasa PAS estas fueron: area transversal,

densidad capilar y densidad nuclear.

En la determinacidén de la actividad enzimatica en las tinciones histoquimicas,
se utiliz6 el programa de analisis morfométrico Image J Proplus (V.1.4.1. para
Windows vista/XP/Macintosh) por medio de densidad Optica, la calibracion
utilizada fue el valor del fondo blanco para cada una de las tinciones y se

consider6 como minimo en cada muestra analizada.

El andlisis de imagenes logra cuantificaciones objetivas y repetibles (Weibel
1989, Userpater 2003). La utilizacion de este analisis computarizado de

imagenes es 6ptimo para la cuantificacion de reacciones estequiométricas.

Los parametros de las reacciones colorimétricas permiten identificar
estructuras, establecer niumero o &rea de tincién y densidad optica. (Wells
1993). Figuras 10-12
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Figura 12 m-ATPasa 10.4, Fibras musculares numeradas, de biopsia de las fig. 10 y 11, obsérvese
el fondo blanco, que sirve de calibracién para la densidad Optica.
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Con los datos obtenidos del andlisis de las imagenes se obtuvo una base de
datos que consistieron en 50 fibras musculares por biopsia, de cada uno de los
perros de los tres diferentes grupos; clinicamente sanos, 1ra biopsia de perros
con lesién ortopédica, durante la correccidn quirdrgica y 2da biopsia después
de la rehabilitacion, las cincuenta fibras analizadas tuvieron que ser las mismas
en cada una de las tinciones. Se realizd estadistica descriptiva, promedios y
errores estandar del promedio; asi como el analisis de datos categoéricos para
contrastar la diferencia entre los rangos medios entre los grupos de estudio
para cada variable de interés, por medio del andlisis de varianza no
paramétrico de suma de rangos de WIllcoxon/Kruskal-Wallis, debido a que
ninguna de las variables mencionadas se distribuyeron conforme al modelo
normal, y en aquellos casos en los que esta prueba resultara significativa
(P<0.05) se contrastaron las diferencias entre cada dos de los grupos, por
medio de la prueba de rango critico de Dunn a nivel de significacidén estadistica
a=0.05.
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6. RESULTADOS Y GRAFICAS
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Figura 1.Distribucion porcentual de fibras musculares en perros,
en tres grupos experimentales.

Distribucion de fibras musculares

La caracterizacion del tipo de fibra se realizd en base a la tincion histoquimica
de M-ATPasa &cida, se obtienen tres niveles de tonalidad de Ila densidad
Optica, la tincibn mas obscura de las fibras corresponde al tipo |, la intermedia
alas lIX ylas claras a las IlA, de acuerdo a este fundamento se obtuvo:

La mayor proporcion observada de fibras musculares entre los grupos,
correspondiod al tipo llA, la cual a fue maxima en el grupo Sano (42.4%), con

respecto al grupo Qx (30%) y al grupo Rh (27.6%).

Las fibras tipo | se encontraron en mayor proporcién en el grupo Rh (42%),
mientras que en el grupo Sano tal proporcion fue de 32% y minima para el
grupo Qx (26%).

En las fibras IIX se encontré mayor proporcion en el grupo Qx (38.7%),
intermedia en el grupo Rh (32.5%) y minima en el grupo Sano (28.8%)

respectivamente.
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En términos generales se puede afirmar que independientemente del grupo de

estudio, se encontré6 mayor densidad de fibras IIA que de otro tipo. Figura 1.
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Cuadro 1, figura 2

Fibra® I oA X
Variable Estimador® / Gmpoz Sano Qx Eh Sano Qx Eh Sano Ox Rh
n 74 60 97 316 223 205 87 117 98
Promedio 807.138 539.193 837.166 1171.79 601.34 706.74 907.355 574.424 872.656
EE 65.633 45.793 12919 49.37 25342 26.331 80.687 38174 11744
SR 773.5 4936 13086.5 139185 64885.5 73070 14158 13538 18057
RM 118561 82267 134912 140457 290.966 356.439 162736 115.709 184.255
Area £ 23.1655 618339 348831
P <0.0001 =0.0001 <0.0001
Comparacion ™| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif. q*
Sano - Qx 36.294 11.609681  3.126* 149.491 18796301  7.953* 47.027  12.3622263 3.804%
Sano - Rh 16.351  10.314678 1.585"™ 84,018  19.2740229  4.359* 21519  12.8631508  1.673"
Qx-Rh 52.645 10976091  4.796* 65.473  20.7953629  3.148% 68.546  11.9576937  5.732%

* . Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: qgggz,3 =2-394

NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

#+ Andlisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn
Dunn O]. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.
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l 1A X

Grupo por tipo de Fibra
Las barras de error representan el intervalo de confianza

del 95% para el promedio.

1. n: Numero de observadiones en el grupo; Promedio: promedie aritmético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal- Wallis; RM: Range medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; 3% Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

2. Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; O Grupo experimental de sujetos con lesion, antes de la
rehabilitacion; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesidn, después de la rehabilitacién.

3. Tipo de fibra muscular: I, IIA, ITX.

4. Las barras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo,

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P< 0.05

Area transversal

El promedio del area de las fibras tipo | de los grupos Rh y Sano, fue
significativamente mayor con respecto al promedio del grupo Qx (qrn=4.796;
Osano=3.126, P<0.05), respectivamente; dichas diferencias no fueron

significativas entre los grupos Sano y Rh (g=1.585, P>0.05).
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El promedio del area de las fibras IIA del grupo Sano fue significativamente
mayor que el de los grupos Qx (q=7.95, P<0.05), y Rh (g=4.359, P<0.05); asi
mismo el promedio del grupo Rh fue mayor que el del Qx (q=3.148, P<0.05).

El comportamiento del promedio del area de las fibras tipo 11X, fue analogo al
de las fibras |, observandose que el promedio de los grupos Rh y Sano, fue
significativamente mayor que el del grupo QX (gsano=3.804; qrn=5.732, P<0.05),
respectivamente, no observandose diferencia entre los promedios del grupo
Sano y Rh (g= 1.673, P>0.05). Cuadro 1, figura 2
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Cuadro 2, figura 3

Fibra® I oA mx
Variable Estimador® / Gr"t.q:n:n2 Sano O Eh Sano Qx Eh Sano Ox Fh
Promedio 6.01361 b.5le67 7.91753 591772 543049 7.03415 551724 511966 743878
EE 028894 0209204 02685 0.1191 012379 0.14983 021056 018377 022891
SR 7296 5159 14341 112420 687175 S6003 118555 137025 20185
EM 98.595 85.983 147845 355.758 30815 468.307 13627 117.115 206.071
1 2 39.7877 64.0256 60.2354
Sl E < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Comparacion **| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif, q* Diferencia EE.Dif. q*
Sano - Qx 12612 11.609681 1.086™ 47608  18.796301  2.533* 19155  12.362226 1.549™°
Sano - Rh 49.25 10.314678  4.775* 112,549 | 19.274023 5.839* 69.801 | 12.863151 5.426*
Qx -Rh 61.862 | 10.976091 5.636* 160.157 | 20.795363 | 7.702* 88.956 | 11.957694 7.439%

*. Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: gp gz 2 = 2.394
NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

# Andlisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn
Dunn O], Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.

Nucleos (Promedio)

| 1A 1

Grupo en Fibra Muscular

1. m: Numero de observaciones en el grupo; Promedio: promedio aritmético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal Wallis; RM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Fruskal- Wallis; % Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

2. Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; Qx: Grupo experimental de sujetos con lesion, antes de la
rehabilitacion; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacidn.

3. Tipo de fibra muscular: [, IIA, TIX

4. Las barras de error del grafico representan el intervale del 5% de confianza para el promedie del grupo,

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P<0.05

Numero de nucleos

El numero de nucleos se vio afectado por la rehabilitaciéon en los tres tipos de
fibras, el promedio de los nucleos de las fibras tipo | de los grupos Rh y Sano,
fue significativamente mayor con respecto al promedio del grupo Qx (Qrn=5636;
Osano=4.775, P<0.05), respectivamente; dichas diferencias no fueron

significativas entre los grupos Sano y Rh (g=1.086, P>0.05).
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Entre los tres grupos para las fibras IIA se observé menor numero de nucleos
en el grupo Qx y mayor en los grupos Sano y Rh (qax=2.533; Qsano=7.702;
qrh=5.839, P<0.05), respectivamente.

Para las fibras IIX, del numero de nucleos fue mayor en el grupo Rh con
respecto a los grupos Sano y Qx, sin diferencia significativa entre estos dos
altimos (Qsano=7.439; qrn=5.426, P<0.05), respectivamente. Cuadro 2, figura 3.
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Cuadro 3, figura 4

Fibra® 1 JIEN ik
Variable Estimador® / G]"'UPDZ Sano Ox Eh Sano Ox Eh Sano O Eh
Promedio 547297 52 495876 570886 509417 176098 52587 5.18803 486735
EE 017126 017434 0.14576 0.0926%9 0.10454 0.10388 0.15954 013677 0.14185
SR 95095 7009.5 10277 135092 786305 634175 13774 185675 134115
RM 128507 116.825 105.948 427,506 352,603 309.354 158322 158.697 136.852
4 50372 417755 42741
Sopiares P 0.0806 <0.0001 0118
Comparacién **| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q*
Sano - Qx 11.682 | 11.609681  1.006™ 74903 18796301  3.985* 0375  12.362226 0.030°°
Sano - Rh 22,550 | 10.314678 2.187°° | 118.152  19.274023  6.130¢ 21,47 12863151 1.669"°
Qx-Rh 10.877  10.976091 0.991™ 43249 20795363 2.080"° 21.845 11.957694 1.827™°

* . Diferendia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: gg gz, 3 = 2.394

N5: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

** Andlisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn

Dunn Of. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.

Capilares (Promedio)

Numero de Capilares

Sano

Qx

7=
o

b

Sano

Rh
Sano

1A

Grupo en Fibra Muscular

X

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P<0.05

n: Numero de observaciones en el grupo; Promedio: promedio aritmético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; EM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; 3% Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; Qx: Grupo experimental de sujetos con lesion, antes de la
rehabilitacion; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacion.
Tipo de fibra muscular: L, ILA, IIX.
Las barras de error del grafico representan el intervalo del 35% de confianza para el promedio del grupo,

No se observaron diferencias significativas en el promedio del niumero de

capilares entre ninguno de los grupos de estudio en las fibras tipo | y 11X
(x?=5.0372, P=0.0806, x°=4.2741, P=0.118) respectivamente. En las fibras 1A

solo se observéd diferencia significativa entre el grupo Sano y Qx (gq=3.985,
P<0.05) y el Sano y Rh (g=6.13, P<0.05) respectivamente, no observandose
dicha diferencia entre el grupo Rh y QX (q=2.08, P>0.05). Cuadro 3, figura 4.
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Cuadro 4, figura 5

Fibra® 1 A X
Variable Estimador’ / Gr"upo2 Sano x Eh Sano O Eh Sano Qx Eh
Promedio 0262725 0.18629 0.137946 0290063 0246387 0238764 0281625 0202721 0.152659
EE 0.01007 0.00868 0.00623 0.00573 0.00733 0.00681 0.00904 0.00953 0.00852
SR 12418 65592 7386 138181 74528 664315 18702 168245 102265
EM 167.811 116.533 76.144 430951 334206 324056 214966 143799 104.352
f 789852 40.8688 75433
Ean P =0.0001 =< 0.0001 =0.0001
Comparacion “*| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q*
Sano - (Ox 51.278 11.609681 4417+ 96.745 18.796301 5.147* 71.167 12.362226 L5 1 ¥ id
Sano - Rh 91.667 | 10.314678  B.887% 106.895 19.274023 5.5461* 110.614  12.863151  8.59%*
Qx -Rh 40,389 | 10.976091  3.680*% 10.15 20.795363 0.488"° 39.447 | 11.957694 3.299¢

* . Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: qggsp 3 = 2.394
NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

** Anélisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn
Dunn OJ. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.
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| 1A 1
Grupo en Fibra Muscular

1. n: Namero de observadiones en el grupo; Promedio: promedio aritmeético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal- Wallis; RM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; y2 Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistice ji-cuadrada del contraste Wilcoxen/Kruskal-Wallis.

2. Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; Qx: Grupo experimental de sujetos con lesidn, antes de la
rehabilitacion; Bh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacion.

3. Tipo de fibra muscular: I, ILA, IIX.

4. Las barras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo.
Literales distintas en las barras del grifico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los
grupos de una misma fibra muscular: P<0.05

Densidad Optica Tincién PAS

El promedio de la densidad éptica de la tincién de PAS se ve incrementada en
las fibras I, IIA y IIX en el grupo de sanos.

Las fibras | muestran en promedio mayor densidad éptica de la tincion PAS en
el grupo Sano con respecto a las fibras de los grupos Qx (gq=4.417; P<0.05) y
Rh (q=8.887, P<0.05); en el grupo Qx fue mayor que en el de Rh (g=3.680,
P<0.05), respectivamente.
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Las fibras tipo I[IA del grupo Sano tienen un mayor promedio de densidad
Optica en la tincion PAS con una diferencia significativa respecto a los grupos
Qx y Rh, (g=5.147; P<0.05) y (gq=5.546; P<0.05), no observable entre los
grupos Qx y Rh (q=0.488, P>0.05).

El promedio de la densidad éptica de la tincion PAS de las fibras |IX del grupo
Sano fue significativamente mayor que el de los grupos Qx (q=5.757; P<0.05),
y Rh (g=8.599; P<0.05), asi mismo el promedio de grupo Qx fue mayor que el
de Rh (g=3.299; P<0.05). Cuadro 4, figura 5.
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Cuadro 5, figura 6

Fibra® 1 N X
Variable Estimador®/ Gmpoz Sano Qx Eh Sano Qx Eh Sano Ox Fh
Promedio 0.130595 0.155736 0.09633 0.14727 0.130536 0.095928 0.140192 0.1521 0.091064
EE 0.00799 0.0102 0.00817 0.00338 0.00568 0.00439 0.00585 0.00767 0.00803
SR 9362 8651 8783 142882 79341 54917 15295 20315 10143
RM 126514 144183 90.546 452158 365789 267.888 175.805 173632 1035
£ 26.5756 93.3303 43.8659
Lo P =0.0001 =0.0001 =0.0001
Comparacion **| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q*
Sano - Ox 17.669 11.609681 1.522™ 96.369 18.796301 5.127* 2173 12.362226 0176
Sano - Rh 35.968 10.314678  3.487¢ 184.27  19.274023 2.561* 72,305  12.863151 3.621*
Qx -Rh 53.637  10.976091 4.887* 87.901 20.795363 4.227* 70.132 11.957694 5.865*

* . Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.03). Valor critico: qp ggz 3 = 2.394
NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (F > 0.05)

+ Analisis Mo paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn
Dunn OJ. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.
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Grupo en Fibra Muscular

1. n: Namero de observaciones en el grupo; Promedio: promedio aritmético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; S5R: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; EM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; 3% Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

2. Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; Qx: Grupo experimental de sujetos con lesidn, antes de la
rehabilitacion; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesién, después de la rehabilitacion.

3. Tipe de fibra muscular: [, IIA, IIX.
4.  Lasbarras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo,|

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P< 0.05

Densidad Optica Tincion oPAS

En el promedio de la densidad éptica de la tincion de aPAS no se observan
diferencias significativas en las fibras |, entre los grupos Sano y de Qx
(g=1.522; P>0.05), pero si entre los grupos Sano y Rh, (q=3.487; P<0.05), y Qx
y Rh (g=4.887; P<0.05), respectivamente. Entre los tres grupos para las fibras
[IA, la mayor densidad éptica correspondi6 al grupo Sano, seguida del grupo
Qx y la minima para el grupo Rh (Qsano=9.561, qax=5.127;9rn=4.227, P<0.05),
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respectivamente. Para la densidad 6ptica de las fibras 11X, los grupos sano y
Qx no presentan diferencia significativa (9q=0.176, P>0.05) y si para los grupos
Sano respecto a Rh y de este a Qx (Qrn=5.621; Qaqx=5.865, P<0.05),

respectivamente. Cuadro 5, figura 6.
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Cuadro 6, figura 7

Fibra® I oA mx
Variable Estimador® / Gr“\.q:n:’2 Sano Qx Eh Sano Qx Eh Sano Qx Fh
Promedio 0680081 065529 066413 0522066 0397881 0445802 0558242 0535994 0511598
EE 0.02 0.01565 0.0264 0.01121 0.01109 0.01315 0.02739 0.01832 0.0235
SR 8941 7204 10651 138399 66684 72057.5 14185 17636 13932
M 120824 120067 109 804 437 97 299031 3515 163046 150735 142 163
;,:3 14416 57.3405 2 6503
ol P 04864 <0.0001 02658
Comparacién **| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q*
Sano - Qx 0.757  11.609681 0.065™ | 138.939 18.796301 7.392* 12311 12.362226  0.996™
Sano - Rh 11.02 10314678 1.068™ 86.47 | 19.274023  4.486* 20.883 | 12.863151 1.623"°
Qx -Rh 10263 10976091 0.935™ 52469 | 20.795363  2.523* 8.572  11.957694 0.717""

*. Diferendia significativa entre rangos medios (F < 0.05). Valor critico: g ggz,5 = 2.394

NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

** Analisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prueba Dunn

Dunn OJ. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.
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Grupo en Fibra Muscular

1. n: Ntmero de observaciones en el grupo; Promedio: promedio aritmético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; RM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; 72 Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

2. Sano: Grupo de control, sin intervencion experimental; OQx: Grupo experimental de sujetos con lesion, antes de la

rehabilitacién; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacion.

3. Tipo de fibra muscular: I, ILA, IIX.
4. Las barras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo,

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P<0.05

Densidad Optica Tinciéon SDH

En cuanto a la densidad éptica de SDH entre grupos no se observan cambios

significativos en las fibras | y lIX, aunque las fibras | presentaron un mayor

promedio en la densidad éptica de SDH que los otros tipos de fibras; en las

fibras tipo llA, el grupo sano tuvo mayor densidad 6ptica de SDH respecto a los

grupos Qx y Rh (gsano=7.392; qrn=4.486; qax- 2.523, P<0.05), respectivamente.

Cuadro 6, figura 7.
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Cuadro 7, figura 8

Fibra® I oA mx
Variable Estimador' / Gr"\.q;u:;2 Sano Qx Eh Sano Qx Fh Sano Ox RFh
Promedio 0.501187 0.488001 0603876 0566051 0545507 0566176 0.518107 046142 0.51558
EE 0.01747 0.02599 0.01605 0.00801 001168 0.0087 0.01686 0.01742 0.01875
SRk 7278 5948 13570 118512 79709 78519 13719 15930 16104
RM 98351 99133 139.897 376.304 357439 38502 157 62 136.154 164327
;.:1 21.3865 1.6852 61649
CED P <0.0001 0.4306 0.0458
Comparacion **| Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia EE.Dif. q*
Sano - Qx 0.782  11.609681 0.067° 18.865 18.796301 1.004™° | 21536 | 12.362226 1.742™°
Sano - Rh 41546 | 10314678  4.028* 6.716 | 19.274023 0.348"° 6.637 | 12.863151 0.516"°
Qx-Rh 40.764 | 10976091  3.714* 25.581 20.795363 1.230"° | 28173  11.957694 2.356

*. Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: g pgp 3 = 2.394
NS: Diferencia no significativa entre rangos medios (P > 0.05)

** Andlisis No paramétrico de comparaciones multiples de rangos medios: prugba Dunn
Dunn Of. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252.
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Grupo en Fibra Muscular

1. n:Numero de observadones en el grupo; Promedio: promedio aritmeético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SE: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; EM: Rango medio del contraste

Wilcoxony

Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.
2. 5ano: Grupo de control, sin intervencidn experimental; Ox: Grupo experimental de sujetos con lesidn, antes de la

rehabilitacion; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacion.

3. Tipo de fibra muscular: I, IIA, IIX.
4. Las barras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo.

Literales distintas en las barras del griafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P< 0.05

Densidad Optica Tinciéon GDP

skal-Wallis; y% Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:

En las fibras | solo se observé diferencia significativa entre el grupo Sano y Rh
(g=4.028, P<0.05) Qx y Rh (9=3.714, P<0.05) respectivamente, no asi entre el
grupo Sano y QX (g=0.067, P>0.05); tampoco se observaron diferencias

significativas en el promedio de la densidad 6ptica de GPD entre ninguno de
los grupos de estudio en las fibras tipo IIA y IIX (x°=1.6852, P=0.4306,

¥?=6.1649, P=0.0458) respectivamente. Cuadro 7, figura 8.
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Cuadro 8, figura 9

Fibra® I oA Jing
Variable Estimador?! / Gr"\.q:n:;2 Sano Ox Eh Sano Qx Eh Sano Qx Rh
Promedio 0.501187 0.458001 0.603876 0.566051 0.545507 0.566176 0.518107 046142 0.51558
EE 0.01747 0.02559 0.01605 0.00801 0.01168 0.0087 0.01686 0.01742 0.01875
SR 7278 5948 13570 118912 79709 78519 13719 15930 16104
RM 98.351 99.133 139.897 376.304 357439 383.02 15769 136.154 164.327
i 103114 519681 122841
AlEasddh P 0.0058 =0.0001 0.0022
Comparacion ™ | Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q* Diferencia  EE.Dif. q*
Sano - Ox 20341 11.609681 1.752™ 74.81 18.796301 3.980% 38.982 12.362226 3.153%
Sano - Rh 14.866  10.314678 1.441™ 136951 19.274023  7.105* 5937 | 12.863151 0.461"°
Qx-Rh 35.207 10.976091 3.206% 62.141 20.795363 2.988¢% 33.045 11.957694 2.763%

*. Diferencia significativa entre rangos medios (P < 0.05). Valor critico: qg gz 3 = 2.394
NS: Diferencdia no significativa entre rangos medios (F > 0.05)

** Andlisis No paramétrico de comparaciones maltiples de rangos medios: prueba Dunn

Dunn OJ. Multiple comparison using rank sums. Technometrics 6:3, 241-252,
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| 1A 1

Grupo en Fibra Muscular

1. n:Namero de observaciones en el grupo; Promedio: promedio aritmeético de la variable; E.E.: Error estandar de la
media; SR: Suma de rangos del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; RM: Rango medio del contraste
Wilcoxon/Kruskal-Wallis; % Valor del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis; P:
Probabilidad del estadistico ji-cuadrada del contraste Wilcoxon/Kruskal-Wallis.

2. 5ano: Grupo de control, sin intervencion experimental; (¢ Grupo experimental de sujetos con lesion, antes de la

rehabilitacién; Rh: Grupo experimental de sujetos con lesion, después de la rehabilitacion.

3. Tipo de fibra muscular: I, ITA, TIX.

4. Las barras de error del grafico representan el intervalo del 95% de confianza para el promedio del grupo,

Literales distintas en las barras del grafico indican diferencias significativas entre los rangos medios de los

grupos de una misma fibra muscular: P<0.05

Densidad Optica Tincion m-ATPasa

En el promedio de la densidad Optica de la

tincion de m-ATPasa no se

observan cambios significativos en las fibras |, del grupo Sano y de Qx
(g=1.752; P>0.05), ni entre los grupos Sano y Rh, (g=1.441; P>0.05); entre Qx
y Rh si hay cambio (q=43.206; P<0.05). En los tres grupos para la fibra llA, la

mayor densidad Optica correspondi6é al grupo Sano, intermedia para el grupo
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Qx y minima para el de Rh (Qsano=7.105, 0ax=3.980; qRh=2.988, P<0.05),
respectivamente. Entre los grupos Sano y Rh no hubo diferencia significativa
en la densidad éptica de las fibras IIX, (g=0.461, P>0.05) y si para los grupos
Sano respecto Qx y de este a Rh (qrn=3.153; Qqux=2.763, P<0.05),
respectivamente. Cuadro 8, figura 9.
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7. DISCUSION

La finalidad del presente estudio tiene como primer objetivo obtener una base
de datos del musculo en condiciones normales que sirva de comparacion para
conocer las modificaciones que existen cuando hay alteraciones en la
biomecénica de la marcha y posteriormente observar si hay una influencia que
pueda revertir dicha alteracion al aplicar un estimulo, como lo es el ejercicio

moderado en la rehabilitacion fisica.

CARACTERIZACION DE LA FIBRA MUSCULAR EN PERROS SANOS

La caracterizacidén histoldégica y metabdlica del musculo del perro, ha tenido
histéricamente controversias, la composicidn fibrilar descrita incluye fibras tipo |
y tipo Il, de estas ultimas se conoce que, ademas de no ser descritas como las
clasicas encontradas en otras especies, hay algunas que son localizadas en
sitios especificos como la de los musculos periorbitales fibras 110, las de los
musculos maseteros, fibras [IM (Mascarello 1982, Bubb 1986), las encontradas
en perros muy jovenes o en posibles estados de transicion las fibras IIC (Gil
1986), las fibras |l Dog o propias del perro que podrian corresponder a las 11B
descritas en otras especies (Latorre y col,1993) o las IIB en los musculos
laringeos, Smerdu (2005), encuentra que por electroforesis e
inmunohistoquimica se identifican como fibras lentas MyHC-I, una intermedia
como MyHC-IIX y la més lenta de las Il isoformas como MyHC-IIA, e indica
que no hubo fibras que fueron reconocidas por anticuerpos IIB, por lo que
concluye en los musculos largos de los perros no se encuentran fibras 11B;
Toniolo (2007) describe la caracterizacion actual que se ha basado en la
comparaciéon de los estudios anteriores con la utilizacion de histoloquimica e
inmunohistoquimica y expresion de mRNA y niveles de proteina, dejando
respuestas definitivas sobre la identificacion de las isoformas de miosina y tipo
de fibras del musculo perro, que identifica fibras puras I, lIA, 11X, 1IB e hibridas,

47



[HA-11X, y 1IX-1IB, aunque habra que considerar también las fibras tipo IIC, qué
segun Acevedo (2006) es una isoforma hibrida que co-expresa las isoformas
MyHC-I/IIA o la isoforma MyHC-IIA/IIX que se comporta en la histoquimica
como las caracterizadas por Latorre (1993) como IID o IIP, cuyo valor estriba
en ser transicionales en estados de adaptacién muscular, como el crecimiento

o el cambio de actividad muscular- desuso o aumento de ejercicio.

Ahora no hay que dejar de lado las observaciones de Mascarello (1986) la
presencia de grupos estables de fibras tipo IIC, hace patente qué las
necesidades de transformacién muscular para poder adaptarse continuamente

a diferentes demandas musculares.

Para esta investigacién identificamos qué, de la proporcion de fibras tipo Il, se
encuentran en mayor cantidad las fibras tipo IlA y después las IIX. Se observa
qué en las tinciones para detectar la velocidad de contraccidén con la actividad
fibrilar frente a la m-ATPasa se comprob6 qué a pH 4.6, las fibras IIA tienen
mayor tincion que las 11X, por lo que de acuerdo a los trabajos de Smerdu
(2005), Acevedo (2006), Strbenc (2006), Toniolo y Maccatrozo (2007)
establecimos este tipo de clasificacion, ya que encontramos los mismos datos.

Al determinar las caracteristicas del musculo semitendinoso en condiciones
normales se encontraron similitudes entre la composicion de los tipos de fibras
musculares con los descritos por Parsons (1985) y Armstrong (1982). Los
cuales describen que hay una proporciéon mayor de fibras tipo I, mas del 28%,
sobre las fibras |, Acevedo y Rivero (2006) indican del 30-50% e incluso mas
de acuerdo a los estudios de Strbenc (2004), como lo encontramos en estos
perros clinicamente sanos, en los que la mayor proporcion fue de fibras IIA.
Aunque la literatura marca que se encuentra una mayor cantidad de fibras tipo |
en musculos profundos, con una actividad extensora (musculos anti
gravitacionales), que realizan mayor trabajo cuando el perro estd en
cuadripedestacion, estos mismos musculos en la superficie tienen menos fibras
tipo | (Strbenc 2004). Por lo que asumimos que al tomar las biopsias de la
superficie del musculo semitendinoso encontramos este patrdén de distribucién

ya descrito, menor proporcion de fibras |.
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De las técnicas para detectar el metabolismo, se observa que las fibras
muestran una actividad de moderada a altamente oxidativa, esto lo presentan
las fibras en este orden: tipos [IX< IlA<I. La capacidad glucolitica es baja en las
fibras tipo | porque no tuvieron una tincién evidente en la técnica con aGPDH y

un poco mayor en los tipos Il, como lo describe Acevedo (2006).

El tamario fibrilar esta relacionado al tipo fibrilar, teniendo en consideracion las
investigaciones que han arrojado que las fibras tipo | son mas pequefias, las
fibras tipo Il son de gran didmetro y entre estas, las IIA presentan mayor
tamano, ahora es conocido que la poblacion fibrilar esta influenciada por la
actividad funcional del musculo, (Snow 1982) por lo tanto el tamafo también. El
musculo semitendinoso, tiene la funcion de extender la articulacion coxofemoral
y tarsal, ademas se encarga de la flexién de la articulacién femorotibiopatelar
por lo que tiene mayor importancia la funcién locomotora que la postural, asi
gue observamos esta relacion en el tamario y tipo de fibra: mayor proporcion de
fibras IIA, grandes y de elevado potencial oxidativo.

El nUmero de nucleos es diferente en los tres tipos de fibras, mayor en las
fibras tipo | y disminuye en las fibras tipo Il, teniendo menos cantidad las fibras
tipo IIX, y esta correlacionado con el numero de capilares, es decir mayor en
las fibras tipo | las cuales presentan mayor capacidad oxidativa, con lo que
podemos relacionar la vascularidad con el metabolismo oxidativo. La densidad
Optica de la tincién o-PAS se vio incrementada en las fibras tipo Il, respecto a
las fibras tipo I. Esto indica el contenido de glucdégeno y reserva energética,

que se observa con una mayor densidad en las fibras |I.

La caracterizacion de las fibras por medio de la técnica m-ATPasa a PH 4.6 y
10.4, se relacionan con los resultados de Strbenc (2004) quien concluye que
las discrepancias en la clasificacién de los tipos de fibras en funcion de su
actividad m-ATPasa, son probablemente debido al contenido variable de las

isoformas.
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CAMBIOS EN FIBRAS DEL MUSCULO CON LESION Y DESPUES DEL
EJERCICIO

La diversidad fenotipica del perfil de las fibras musculares esta dada
genéticamente y para mantener esas propiedades, se hace necesario tener
influencias neurales y mecanicas (Hoh JF1991). Las intervenciones del sistema
neuromuscular que alteran los patrones de actividad de las fibras musculares
pueden ser, modificacion en la carga o campo gravitacional, remocién de la
sinergia, lesion de nervio periférico, desuso, por dolor o inmovilizacion, estas
alteran su fenotipo (Ohira Y 2006). Los sujetos del grupo (Qx) con lesiones y
posterior cirugia correctiva por alteracién ortopédica tuvieron una disminucién
en el numero de células tipo IIA, respecto al grupo sanos y todavia menor
proporcion en el grupo de rehabilitados, la proporciéon de fibras IIA en este
grupo se ve disminuida al no haber actividad normal y se ve incrementado el
namero de fibras IIX, al ser esta una tendencia esperada al reiniciar la actividad
con el ejercicio moderado, ya en el grupo de rehabilitados las fibras tipo | se
ven incrementadas con respecto a los sujetos sanos, este incremento de las
fibras tipo 1, se explica porque debido a la funcién del musculo, se observa esa
relacién y el incremento de las fibras tipo | lo podemos relacionar con el

ejercicio moderado que implica esfuerzo y tiempo continuos,

En cuanto al comportamiento de la medida de area transversal, en la que se
observa un menor promedio en todos los tipos de fibras del grupo Qx, esta
transformacion se explica con el cambio de actividad, disminucion de la carga
de peso sobre el miembro afectado, por dolor y/o la intervencion quirdrgica y la
consecuente falta de uso posterior, lo que lleva también a explicar la atrofia
clinica en ellos (Brandt 2003) por disminucion del area transversal de la fibra;
ya posterior a la rehabilitacion se observa el incremento del area, en todos los
tipos fibrilares, siendo evidente la cercania a valores semejantes entre los
grupos Rh y Sanos, asumiendo que por el ejercicio casi llegan a valores

normales, creemos que al utilizar el ejercicio como estimulo, observamos un
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incremento generalizado o reversidén del tamario fibrilar, aunque sin llegar a los
parametros normales, con excepcion del tamano original de las fibras tipo |
encontrado en los sujetos sanos, en las que no hay diferencia con las del grupo
Rh, si tenemos en consideracién que en los estadios juveniles y de transicion
se encuentran fibras de gran tamafno que desaparecen o son precursoras de
los estadios definitivos (Gil, 1987) se explica que el encontrar fibras de gran
tamano pudieran ser de transicién, en este caso, lo relacionamos al estimulo
del ejercicio moderado, para obtener un patron similar al grupo control quiz4 el
estimulo debe ser mantenido por mas tiempo y tomar la biopsia en un periodo

mayor a 8 semanas,

Se observa que hubo un cambio en la cantidad de nucleos, del grupo Sano al
grupo Qx se encuentra una disminucién en el numero de nucleos lo que se
espera por la falta de movimiento y atrofia de la fibra muscular, posterior a la
rehabilitacion se encuentra mayor cantidad de ndcleos como respuesta a la
demanda funcional a la que se le ha expuesto, la mayor parte de la literatura
indica que bajo condiciones en las qué las fibras estan cambiando como en el
crecimiento, ejercicio 6 hipertrofia el niumero de nucleos se incrementa, por lo

que si se ve que la rehabilitacién si ha afectado el numero de nucleos.

La cantidad de capilares de las fibras | y [IX no se vio afectada en ninguno de
los tres grupos de estudio, en la fibra lIA si hubo la disminucién del promedio
del numero de capilares, comparativamente entre los Sanos y los del grupo Qx
y entre los Sanos y los Rh, esta tendencia se explica porque se ha encontrado,
que hasta después de tres semanas de inmovilizacion se observa un
decremento en la densidad vascular y un incremento en esta después de 8
semanas de iniciado el retorno de actividad, por lo que podemos inferir que los
pacientes del grupo Qx no tenian mucho tiempo con la inmovilidad y/o lesién

traumatica.

En cuanto al metabolismo se encontraron también diferencias entre los grupos,
las fibras tipo | tienen mayor metabolismo oxidativo que las fibras tipo I, y las
fibras tipo 1l mayor metabolismo glucolitico, en cuanto al contenido relativo de
glucogeno, en la tincidon de a-PAS se observa que en el grupo con alteracion
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ortopédica las fibras | tienen una menor cantidad de glucégeno, respecto a las
fibras tipo Il, de manera general, por lo que se observa que el metabolismo
oxidativo y glucolitico se mantienen de acuerdo al tipo de fibra, aunque se
encontraron que algunas propiedades contractiles de las fibras no tienen
correlacion con las caracteristicas histoquimicas y se explica que en la
disminucion de la actividad puede haber mayor reservorio energético, que
después fue utilizado en el periodo de ejercicio moderado como se ve en los
datos del grupo posterior a la rehabilitacion, Durante la inmovilizacion o desuso
existen cambios bioquimicos como lo encontramos: el contenido de
carbohidratos totales y glucégeno decayé en todos los tipos fibrilares de los
musculos sin actividad normal, con la rehabilitacion se observa una ligera
disminucion atribuible a la actividad y gasto energético, mayor utilizacion de
acidos grasos y disminucién del metabolismo de carbohidratos (Hoppeler
1986).

Posterior a la rehabilitacién se encontré que hubo un aumento en la cantidad
de fibras tipo | y tipo IIX, con el ejercicio moderado las fibras musculares
adquieren una mayor capacidad de difusion oxidativa, ademas de que algunas
fibras obtienen mayor potencia contractil, el entrenamiento lleva a una pérdida
de capacidad glucolitica al adquirir una moderara capacidad oxidativa como lo
demuestra el incremento de las fibras tipo | con mayor actividad oxidativa,
aunque también se observa un cambio en el metabolismo oxidativo en las
fibras IlIA de los tres grupos los grupos, baja cuando se da el periodo de

inmovilidad y se recupera con el ejercicio.

El metabolismo Glucolitico fue mayor en las fibras I, con excepcién de las
fiboras Tipo | en el grupo Rh, donde se observa una mayor capacidad
glucolitica, quiza debido al incremento de actividad y cambio en la composicién

fibrilar, ya mencionada antes.

La densidad oOptica de ATPasa acida, que sirvid para identificar a los tipos
fibrilares, muestra qué para las fibras | se obtuvieron tinciones obscuras, para
las llIA claras y para las IIX intermedias. Aunque es posible que se encuentren

alrededor de 30% de fibras hibridas, que no se puedan categorizar en solo
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estos tres tipos de fibras, por haber un amplio espectro de reacciones, por los

contenidos diferenciales de MyHC expresadas en las fibras hibridas.

También se espera en individuos estimulados con el ejercicio, un incremento
de la densidad mitocondrial, actividad enzimatica oxidativa y glucolitica y lipidos
intracelulares, por lo tanto los musculos tendran mas resistencia a la fatiga con
este tipo de ejercicio, ademas con mayor tiempo de exposicidon también se
espera la formacion de nuevos capilares que incrementan la difusion de
oxigeno y disminuyen la distancia sobre la cual puede difundir con mayor
eficacia, por lo que no se observa un cambio evidente en el area de la fibra.
(Bebout 1993).Se deberda tomar en cuenta la variabilidad regional en la
composicion fibrilar, asi como el estrés impuesto que puede ser el ejercicio en

toda planeacion de la investigacion.
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8. CONCLUSIONES

La rehabilitacién en nuestros sujetos de investigacién, generé cambios en los
tipos celulares, estructurales y metabdlicos como se esperaba con este
protocolo de ejercicio moderado. Hay evidencia de qué el tamano de la fibra
muscular de un animal normal, esta influenciado por la madurez (edad), funcion
del musculo, tamafo y tamano esperado de adulto, ejercicio 6 actividad que
realiza y el estado nutricional. Se encontr6 un aumento, en las fibras tipo |,
debido a un posible aumento de actividad de este tipo de fibras y una reduccién
la cantidad de fibras IIA por el tiempo en desuso, debido a las lesiones
traumaticas, aun durante la rehabilitacién no se alcanza el factor en el ejercicio

o el tiempo para que estimule a este tipo de fibras rapidas.

El aumento de nucleos en los sujetos rehabilitados nos indica qué el programa
de ejercicio, esta induciendo cambios, al haber mayor numero de nucleos en la
célula muscular, hay mayor transcripcion de proteinas y por consiguiente se

dan estos cambios estructurales y metabdlicos.

Los cambios metabdlicos que encontramos entre los sujetos de cirugia y los
rehabilitados, es qué regresan a su actividad metabdlica, casi al funcionamiento
de un animal sano, con este protocolo de ocho semanas de rehabilitacion
fisica, por lo qué aceptamos la hipotesis establecida en el trabajo, encontramos
qué la inactividad disminuye la funcién de las fibras musculares y un protocolo
de entrenamiento controlado revierte las alteraciones generadas por una lesién
traumatica y creemos qué este estudio sirve de base para continuar la
investigacion con un mayor periodo en el programa de rehabilitacién (ejercicio
moderado) que permita ver cambios estructurales contundentes y completos
de la fibra, es decir cbmo y con qué caracteristicas se va produciendo la

adaptacién muscular.
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10 ANEXO TECNICAS HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS

HEMATOXILINAY EOSINA

Utilizada para verificar la disposicion transversal de las fibras musculares,
confirmar ausencia de artefactos por congelacién y analizar la morfologia de los
miocitos. Se observan los nucleos tefiidos de azul, las fibras color rosa y el
tejido conectivo de color rosa claro.

1.- Hematoxilina de Harris 3-6 minutos
2.- Lavar 3 veces en agua destilada

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

70° 1 minuto

90° 1 minuto

100° 1 minuto

100° 1 minuto
5.- Aclarar con xilol 2 barios de 1 minuto cada uno

6.- Montar en medio sintetico

TINCION PAS (Acido de Schiff

La tincion del glucégeno en las fibras se demuestra con esta técnica, es menos
evidente la diferenciacion entre las distintas fibras que con otras tinciones.

1.- Fijar en Acético-Etanol 10 minutos

2.- Lavar en agua

3.- Sumergir en Acido Periédico 5% 5 minutos

4.- Lavar en agua

5.- Sumergir en reactivo de Schiff 15 minutos
6.- Lavar en agua corriente 10 minutos
7.- Hematoxilina de Harris 1 minuto

8.- Lavar en agua corriente 5 minutos

9.-Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con xilol y montar

en medio sintético.
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a- amilasa PAS

Para determinar si una fibra PAS positiva estd compuesta de glucogeno, se
tratd con un preparado control con la enzima a- amilasa, que escinde el
glucogeno especificamente, antes de realizar la tincion de PAS, también se

utilizo para visualizar capilares periféricos de las fibras musculares.

TECNICA DE ATPASA MIOSINICA CON PREINCUBACION ALCALINA
(MODIFICADO POR LATORRE 1993)

1.- Preincubar durante 15 minutos en la solucién:

Cl,Ca 0.1 M
Acetato de sodio 0.07 M
Barbital sodico 0.075 M

pH: 10.2,10.3,10.4,10.5,10.6 (ajustados con NaOH 1M y
0.1 M)
2.- Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

3.- Incubar durante 30 minutos en la solucién:

Cl,Ca 0.1 M
Acetato de sodio 0.07M
Barbital sédico 0.075 M
ATP 1.5 mg/ml

pH: 9.45 (ajustado con NaOH 1My 0.1 M)
4.- Lavar con cloruro de calcio 0.2 M: 2 de 5 minutos
5.- Lavar con cloruro de cobalto al 2 % durante 5 minutos
6.- Lavar con agua destilada: 2 bafos
7.- Lavar con sulfuro de amonio al 1% durante 1 minuto
8.- Lavar con agua destilada de 2- 5 minutos
9.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con xilol y montar

en medio sintético
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TECNICA DE ATPASA MIOSINICA CON PREINCUBACION ACIDA

En esta técnica la concentracion del acetato sodico es muy baja y a la solucion
preincubadora se incorpora cloruro sédico.
1.- Preincubar en solucion:
50 ml de solucion A
101.5 ml de solucion B
20 ml de cloruro sodico (8.5%)
Completar con agua destilada hasta 250 ml

Solucién A: Acetato de sodio (Pm 136.08) 1.94 gr
Barbital sédico (Pm 206.18) 2.94 gr
Agua destilada 100 ml

Solucién B CIH 0.1 N

pH: 4.3, 4.5y 4.6 (ajustados con NaOH 0.1M)
Tiempo de preincubacion: 5 minutos

2.- Lavar en la siguiente solucion:

Barbital sédico 0.1 M(2ml)
Cloruro de Calcio 0.18 M (1 ml)
Agua destilada 7 mi

pH: 9.4 (ajustar con CIH 0.1 N)
Tiempo de lavado: 30 segundos
3.- Incubar en la siguiente solucion:
Solucién de lavado con 15 mg de ATP
pH: 9.4 (ajustar con NaOH 1 My 0.1 M)
Tiempo de incubacion: 45 minutos
4.- Lavar con cloruro de calcio al 1%: 2 barios de 5 minutos
5.-Lavar con cloruro de cobalto al 2% durante 5 minutos
6.-Lavar con Barbital sédico 0.01 M de 5-10 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 2-5 minutos
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10.- Deshidratar en cadena ascendente de alcoholes, aclarar con isoparafina y

montar en medio sintético
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