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RESUMEN

Se conoce ampliamente que la actividad o la inactividad pro-
ducen adaptaciones en el masculo esquelético de humanos y
animales, tendientes al mantenimiento de un metabolismo
acorde con el desempefio fisico. En la presente investigacion,
se hicieron comparaciones de los tipos de fibras y la capilari-
dad del M. gluteus medius entre dos especies de masa corpo-
ral similar y diferente actividad fisica: caballos pura sangre
(n=12) y vacas mestizas (n=40). La clasificacion de las fibras
fue hecha a partir de coloraciones con la reaccién de la adeno-
sina trifosfatasa (ATPasa) miofibrilar en secciones transversa-
les de musculos preincubadas a pH acido (4,37; 46y 4,8) y
pH alcalino (10,3), y la cuantificacion de los capilares con la
reaccion a-amilasa-PAS. Se encontrd en el M. gluteus medius
tres tipos de fibras, siendo la proporcion de fibras tipo | mayor
en el grupo de bovinos, la de las IIA mayor en el grupo de
equinos y la proporcion de fibras tipo 1B, similar en ambos
grupos de animales. La densidad capilar, el indice capilar y los
capilares adyacentes a las fibras tipo I, lIA y 1IB, fueron signifi-
cativamente mayores en los musculos de los equinos que en
los bovinos. En conclusion, se puede afirmar que los animales
mas activos, con masa corporal similar, presentan caracteristi-
cas morfolégicas musculares que se traducen en un incremen-
to del potencial oxidativo, lo cual en el caso del musculo loco-
motor gluteus medius, se manifiesta en una mayor capilaridad
y el predominio de las fibras rapidas oxidativas-glicoliticas lIA.
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ABSTRACT

It is widely known that human and animal skeletal muscle
adapts to activity or inactivity, matching metabolism to de-
mands in performance. In this paper, fiber types and capillarity
of the gluteus medius muscle were compared between two
species of similar body mass and different physical activity:
thoroughbred horses (n=12) and hybrid cows (n=40). The myo-
fibrillar adenosin triphosphatase (ATPase) reaction was used
to classify fiber types in transversal muscle sections at acid pH
pre-incubation (4.37, 4.6 and 4.8) and at alkaline pH pre-
incubation (10.3); for capillary quantification the ¢-amylase-
-PAS reaction was used. In gluteus medius muscle three fiber
types were found. Type | fiber proportion was higher in bovine
muscle, type lIA fiber was higher in equine muscle and type 1IB
fiber proportion was similar in both groups of animals. Capillary
density, capillary per fiber index and capillaries adjacent to
each fiber type (I, IIA and 1IB) were significantly higher in horse
than in cow muscle. In conclusion, at similar body masses,
more active animals present morphological muscle characteris-
tics that allow higher oxidative potential; in the present case of
a locomotor muscle such as gluteus medius, this is manifested
as a predominant proportion of fast-oxidative-glycolitic IIA fi-
bers and higher capillarity.

Key words: Histochemistry, skeletal muscle, capillaries, equi-
nes, bovines.

INTRODUCCION

En 1955 Padykula y Herman [15] describieron una técni-
ca de coloracion histoquimica para la ATPasa miofibrilar la
cual sirvié para discriminar entre los diferentes tipos de fibras.
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Engel [5], tomando como base el patron de coloracién después
de la preincubacion alcalina, clasifica a las fibras musculares en
dos tipos basicos: tipo | y Il. Posteriormente Brooke y Kaiser [2]
y Dubowitz y Brooke [4] notaron que cuando la coloracion para
la ATPasa miofibrilar se realizaba preincubando a diferentes va-
lores de pH, las fibras Il podian subdividirse en los subgrupos
IIA, 1IB y IIC. Investigaciones basadas en caracteristicas meca-
nicas, histoquimicas y estructurales, han demostrado que la
gran mayoria de los musculos esqueléticos de los mamiferos,
esta constituido por proporciones variables, en forma de mosai-
co, por tres tipos de fibras [2, 7, 17, 23]. La composicion fibrilar
va a estar estrechamente relacionada con la funcién que reali-
zan dichos musculos. No obstante de existir numerosas subdivi-
siones de las fibras musculares, histoquimicamente se pueden
describir basicamente tres tipos de fibras musculares bien dife-
renciados, segun su metabolismo: las fibras de contraccion len-
ta oxidativas (SO), las de contraccion rapida oxidativas-glicoliti-
cas (FOG) y las de contraccion rapida glicoliticas (FG) [16]. Las
fibras tipo SO corresponden al tipo I, pero las fibras FOG y FG
no se corresponden exactamente con las fibras tipo 1A y 1IB, al
menos en la rata [3, 9] y en bovinos [17]. Las fibras IIC normal-
mente son escasas, menos del 1%, observandose aumentadas
en estados de transicion o patolégicos [9]. La existencia de dis-
tintas isoformas de miosina en las fibras musculares brindan pa-
trones de coloracion diferentes con la ATPasa de la miosina, lo
cual ha sido comprobado inmunochistoquimicamente con el uso
de anticuerpos monoclonales [13, 20].

Algunos animales domésticos son expuestos por el hom-
bre a una gran actividad, por ejemplo el caballo que se utiliza
en carreras, mientras que otros animales domésticos, como
las vacas, pueden considerarse inactivos en comparacion con
los caballos de carrera [6]. De ahi que la clasificacion de los ti-
pos de fibras en el caballo pura sangre de carrera, considera-
do un animal atleta élite, es importante porque ha demostrado
poseer una alta capacidad aerdbica en sus fibras musculares
esqueléticas tipo | y 11A [22, 23], mientras que la clasificacion
de las fibras musculares de los bovinos tiene interés particular
para la industria de alimentos debido a que la terneza de la
carne depende, en parte, de la proporcion de los diferentes ti-
pos de fibras [17].

En el presente trabajo, se compararon algunos pardme-
tros histoquimicos que caracterizan a un musculo que intervie-
ne activamente en la locomocién, el M. gluteus medius, de dos
especies de tamafio corporal similar, pero que realizan una ac-
tividad diferente: un grupo de caballos pura sangre, destinados
a competencias de carrera, y un grupo de vacas mestizas,
destinadas a la cria.

MATERIALES Y METODOS

Grupos estudiados

Se utilizé un grupo de doce (12) caballos pura sangre,
entrenados activamente: cuatro (4) provenientes del hipédro-

mo “La Rinconada de Caracas” y ocho (8) del hipédromo de
“Valencia”, con edades comprendidas entre 3 a 5 afios, y un
grupo de cuarenta (40) vacas mestizas, provenientes de una
finca del estado Guérico. Las vacas pastaban libremente.

Toma de biopsias

Previa inyeccion por via subcutanea con 3 ml de Clorhi-
drato de procaina (Novocal’na®, solucién al 2%), se tomaron
biopsias por puncién percutanea, utilizando una aguja de
Bergstrém, aproximadamente del mismo sitio del M. gluteus
medius y procurando que todas las muestras se obtuvieran a
una profundidad de 6 cm, segun lo describen Sucre y col. [23].
Las muestras fueron embebidas en OCT (Ames Tissue Tek II)
y congeladas en isopentano enfriado en nitrégeno liquido. To-
das las muestras se almacenaron a -70°C hasta su procesa-
miento.

Analisis histoquimico

Se cortaron en el criostato a -20°C, secciones transver-
sales seriadas de 10 um. Se realiz6 la reaccion de la adenosi-
na trifosfatasa (ATP-asa) miofibrilar, previa incubacién en pH
acido (4,37; 4,6 y 4,8) y alcalino (10,3), segun la técnica de
Brooke and Kaiser [2]. Basandose en el andlisis comparativo
entre las diferentes tinciones, se clasificaron las fibras muscu-
lares en tipo I, IIA y 1IB. Los capilares fueron visualizados con
la reaccion a-amilasa-PAS [1]. No menos de 200 fibras fueron
clasificadas en cada musculo. Como cada fibra puede ser
identificada en secciones tefiidas con la ATPasa y la a-amil-
asa-PAS, la clasificacion puede ser transferida a fotomicrogra-
fias de secciones tefiidas con a-amilasa- PAS, las cuales son
usadas para medir el area de las fibras. Un area de las fotomi-
crografias fue delimitada y medida por planimetria, y las fibras
y los capilares fueron contados para calcular el area promedio
de las fibras, capilares/mmz, y la relacién capilar/fibra. Todas
las fibras de un tipo en cada fotomicrografia fueron copiadas
en un papel transparente, una al lado de otra y el area fue me-
dida por planimetria para calcular el area promedio de cada
tipo de fibra. Los resultados se expresaron en umz.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando
la “t"de Student para muestras no pareadas. La hipétesis nula
fue rechazada a un nivel de probabilidad del 0,05. Los resulta-
dos fueron expresados como la media + error estandar de la
media.

RESULTADOS

Tomando como base la reaccion de la ATPasa miofibri-
lar a diferentes pH de preincubacion (acido y alcalino), en es-
tos dos grupos de animales se identificaron tres fenotipos basi-
cos de fibras, denominados por Brooke y Kaiser [2], como ti-
po I, lIAy lIB. En la FIG. 1 se muestra la tincién de la ATPasa
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FIGURA 1. MICROGRAFIAS DE SECCIONES TRANSVERSALES SERIADAS DEL M. gluteus medius TENIDAS
CON LA REACCION DE LA ATPasa MIOFIBRILAR PREINCUBADAS A DIFERENTES pH. A: CABALLOS (pH 4,37);
B: CABALLOS (pH 4,6); C: VACAS (pH 4,37); D: VACAS (pH: 4,6). EN LAS MICROGRAFIAS SE IDENTIFICAN LOS TIPOS
DE FIBRAS MUSCULARES |, IA Y IIB. LA BARRA REPRESENTA 75 pm.

miofibrilar a pH 4,37 y 4,6 en el M. gluteus medius de caballos
pura sangre (Ay B) y de vacas (C y D). Como se observa en
la micrografia A, con la tincién a pH 4,37 las fibras tipo | estan
teflidas de oscuro, las 1IB son las mas claras, mientras que las
1A son las de color intermedio. En la micrografia B con un pH
de preincubacién de 4,6 se observa un patrén inverso de colo-
racién. En los bovinos, el patrén de coloracién fue diferente.
En la fotografia C utilizando la misma coloracion a pH 4,37 se
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observa que las fibras tipo | se tifien de oscuro, mientras que
las tipo Il (IIA y IIB) aparecen claras. Estos subgrupos fueron
identificados con la misma reaccién con un pH de preincuba-
cion de 4,6 donde las fibras tipo IIB se tifieron de oscuro y las
fibras tipo | y llA, fueron mas claras (micrografia D).

La FIG. 2 representa la distribuciéon porcentual de los ti-
pos de fibras en el M. gluteus medius de los dos grupos de
animales. Como se observa el porcentaje de fibras tipo IIB fue
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FIGURA 2. PROPORCION DE LOS TIPOS DE FIBRAS |, lIA
Y 1IB, PRESENTES EN EL M. gluteus medius DE CABA-
LLOS PURA SANGRE VENEZOLANOS (n=12) Y DE VACAS
MESTIZAS (n=40). LOS PROMEDIOS ESTAN EXPRESA-
DOS EN PORCENTAJE = ES. *P<0,0005.

similar en ambos grupos de animales, mientras que el valor de
las fibras tipo | fue significativamente mayor en las vacas que
en los caballos, y el tipo IIA mayor en los caballos que en las
vacas. La relacién porcentual de las fibras tipo 1IA/IIB fue de
0,5 en las vacas y 1,55 en los caballos. En la TABLA | se ob-
serva que el area de todos los tipos de fibras fue similar en
ambos grupos de animales.

En la FIG. 3 se observan las fotomicrografias corres-
pondientes a cortes transversales del M. gluteus medius de
un caballo (A) y de una vaca (B) tefidos con la reaccion
a-amilasa-PAS; con esta reaccion, se tifie la membrana de la
fibra y el endotelio capilar, permitiendo localizar los capilares
(sefalados con flechas) alrededor de las fibras. En la TA-
BLA 1l se observa que la densidad capilar, el indice capilar y
los capilares adyacentes a cada tipo de fibra, fueron significa-
tivamente mayores en los caballos que en las vacas. Los da-
tos de la TABLA Ill muestran la relacion area/capilar de las fi-
bras tipo I, lIA y 1IB en el M. gluteus medius de las vacas y de
los caballos.

DISCUSION

Basado en el andlisis de la ATPasa miofibrilar, se encon-
tré que el M. gluteus medius de equinos y bovinos esta consti-
tuido basicamente por tres tipos de fibras: I, 1A y IIB. No obs-
tante, si se compara la distribucién porcentual de los tipos de fi-
bras en estos dos grupos de animales, se observa que en las
vacas mestizas hay una mayor proporcién de fibras tipo |
(44+£3%), que en los caballos pura sangre entrenados
(10+1,28%); estos ultimos con un alto contenido de fibras ti-
po IIA (53+1,08% en caballos vs. 19+1,5% en las vacas). El por-
centaje de las fibras tipo IIB, fue similar en ambos grupos de
animales (37+1,26% en los caballos vs. 37+2,5 % en las vacas).

En una comparacion hecha entre muasculos de tres ca-
ballos y tres bueyes de pesos similares [12] se encontré que
en el M. gluteus medius de los bueyes hay una mayor propor-
cion de fibras 11B y menor capilaridad, expresada como capila-
res/mm? y densidad capilar. La proporcion de tipos de fibras
en el caballo de carrera encontrada en el presente trabajo
coincide con la de los caballos suecos [12], asi como el indice
de capilares/fibra; no obstante, el tamafio promedio de las fi-
bras es mayor en los caballos venezolanos y por lo tanto la
densidad capilar es menor. No sabemos si esto se deba al
grado de entrenamiento, lo cual ciertamente podria explicar
estas diferencias.

En las vacas el M. gluteus medius ha sido poco estudia-
do. Se ha reportado en un trabajo [6] una distribucion de fibras
con un predominio de las 1IB (45%) y una menor proporcién de
fibras tipo | que en las vacas aqui reportadas (28% en las va-
cas suecas y 44% en las vacas mestizas venezolanas). Posi-
blemente esto sea debido a la diferencia en la raza estudiada.
Los bueyes rojos y blancos suecos [12], tienen una distribu-
cién de fibras similar a la de las vacas suecas [12].

Numerosos investigadores han tomado como modelo al
M. gluteus medius de equinos [6, 7, 8, 23], encontrandose una
alta relacion de fibras tipo IIA/1IB, en los caballos entrenados.
En el presente trabajo los caballos estudiados, que también
estan entrenados, presentaron al igual que los escandinavos,
una relacién mayor de fibras tipo I1A/IIB.

Con respecto a la proporcién de fibras tipo |, Essen-Gus-
tavsson [6] encontré menor porcentaje de estas fibras en equi-
nos que en bovinos. No obstante, en el presente grupo de ga-

TABLA |
AREA PROMEDIO DE LAS FIBRAS EN EL M. gluteus medius DE CABALLOS PURA SANGRE Y DE VACAS

Area de las Fibras (um?) Caballos Vacas P
Promedio de todas las fibras 3392 + 318 3989 + 294 <0,1
Fibras Tipo | 2857 £ 224 3450 + 319 <0,1
Fibras Tipo 1A 3123 + 288 3227 £ 312 <0,4
Fibras Tipo IIB 4210 £ 401 5088 + 389 <0,1

Valores = media + error estandar Caballos: n=12 Vacas: n=40.
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B

FIGURA 3. MICROGRAFIAS DE SECCIONES TRANSVERSALES DEL M. gluteus medius DE UN CABALLO PURA SANGRE
VENEZOLANO (A) Y UNA VACA MESTIZA VENEZOLANA (B), TENIDAS CON LA REACCION a-AMILASA-PAS.
LOS CAPILARES SE OBSERVAN COMO PUNTOS GRUESOS EN EL BORDE DE LAS FIBRAS MUSCULARES (FLECHAS).
LA BARRA REPRESENTA 75 um.

CAPILARIDAD DEL M. gluteus mediusTSELéA“BALLOS PURA SANGRE Y DE VACAS
Caballos Vacas P
Densidad capilar (Capilares/mmz) 558 + 29,3 443 + 26 <0,005
indice capilar (Capilares/fibra) 1,9 + 0,09 1,75+ 0,04 <0,01
Capilares adyacentes a las fibras tipo | 55%0,18 4,7+0,13 <0,005
Capilares adyacentes a las fibras tipo 1I1A 5,05+ 0,16 4,3+0,10 <0,0005
Capilares adyacentes a las fibras tipo 11B 4,96 + 0,12 4,4+0,13 <0,005

Valores = media + error estandar. Caballos: n=12. Vacas: n=40.
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TABLA Il
RELACION AREA-CAPILAR POR CADA TIPO DE FIBRA EN SECCIONES TRANSVERSALES DEL M. gluteus medius
DE CABALLOS PURA SANGRE Y DE VACAS

Relacion Area/Capilar (mm?/capilar) Caballos Vacas P
Fibras Tipo | 552 + 33 754 £ 70 <0,01
Fibras Tipo 1A 616 + 48 750 + 66 <0,1
Fibras Tipo 1IB 836 + 81 1146 £ 73 <0,01

Valores = media + error estandar. Caballos: n=12. Vacas: n=40.

nado vacuno se encontré un alto contenido de fibras tipo I, to-
davia mayor que en las vacas estudiadas por Essen-Gus-
tavsson [6]; posiblemente esto se deba a la diferencia de raza,
a la seleccion natural y/o a la carencia de pastos en los llanos
venezolanos, lo cual obliga a estos animales que pastan libre-
mente, a una actividad mayor, tanto en la bisqueda de alimen-
tos, como en la busqueda de un sitio adecuado para realizar la
rumia del alimento consumido. Es posible que la sobrevivencia
de los animales mas aptos por esta seleccion natural, dependa
(al menos en parte) de la posesion de una mayor proporcién
de fibras con caracteristicas metabdlicas de alta resistencia,
como son las fibras tipo I.

La alta relacién de fibras 1IA/IIB (1,55) en el grupo de ca-
ballos estudiados en este trabajo, concuerda con la mayor
fase de crecimiento alcanzada a la edad de 3 a 4 afios, cuan-
do los caballos comienzan a entrenarse intensamente y a
competir [7]. Durante este periodo de vida, los caballos son
capaces de alcanzar velocidades en las cuales se reclutan pri-
mero las fibras tipo I, luego las fibras tipo IIA, y por dltimo las
fibras tipo 1IB [14]. De tal manera que el entrenamiento de ca-
rreras y la actividad fisica espontanea, puede producir trans-
formacion de las fibras tipo IIB a lIA, de ahi el incremento en-
contrado en la relacion de fibras tipo IIA/IIB, concomitantemen-
te con el aumento de la capacidad oxidativa en los caballos
entrenados [23].

En cuanto a la capilaridad, los valores de los capila-
res/mm? son ligeramente superiores (650 en los caballos sue-
cos vs. 558 en los caballos venezolanos); pero al calcular la
relaciéon de los capilares por &rea de fibra, en los masculos de
los caballos suecos [6] comparados con los caballos venezola-
nos, los valores son similares (tipo I: 2 vs. 1,96; tipo IIA: 1,7 vs.
1,63; tipo 1IB: 1,2 vs. 1,18; en caballos suecos vs. caballos ve-
nezolanos, respectivamente).

La alteracién en la densidad capilar es una de las condi-
ciones significativas previas a la adaptacién muscular, ya que
la captacion méaxima de oxigeno es proporcional a la capilari-
zacion [10]. Se sabe que en humanos un aumento regular de
la carga, produce un aumento del grado de capilarizacion, aun
cuando la persona sea mayor, ya que el organismo tiende a
asegurar su oxigenacién; mientras que la inactividad, o las le-
siones neurogénicas, disminuyen la capilarizacién, debiendo
ser normalizada la misma, para que el muasculo se restablezca
[10, 11]. De hecho, las especies mas activas tienen una mayor

capilaridad en sus musculos, como se demuestra en el pre-
sente trabajo al encontrar que tanto la densidad capilar, como
el indice capilares/fibra son significativamente mayores en el
M. gluteus medius del caballo que en el de la vaca.

Se sabe que la actividad contractil esta asociada a la ca-
pilaridad del musculo. Esto lo podemos observar en estos dos
grupos de animales, donde los mas activos (caballos pura san-
gre) tienen una mayor capilaridad y por ende mayor capacidad
oxidativa [23], en comparacién con las vacas las cuales son
menos activas, y quienes adn, con una mayor proporcion de fi-
bras tipo |, poseen menor capilaridad que los caballos pura
sangre. Henckel [8], encontré aumento en el nimero de capila-
res por fibra, y proliferacion del nimero de capilares de todos
los tipos de fibras, en los caballos ejercitados durante seis me-
ses, mientras que con la edad encontr6 disminucién en la den-
sidad capilar (nimero de capilares por mmz). Por otra parte,
Rivero [19], aplicando andlisis de componente principal, en-
contré que la variable mas eficiente para describir la adapta-
cion muscular al entrenamiento es el area de las fibras y el na-
mero de capilares en contacto con las fibras tipo | y lIA, parti-
cularmente en muestras musculares tomadas de la porcién
mas profunda del musculo.

En el presente estudio el area promedio de las fibras fue
similar en ambos grupos de animales. Comparando con el M.
gluteus medius de caballos analizado por Essen-Gustavsson y
col. [6], las areas de las fibras encontradas por ellos son igua-
les o ligeramente mayores que las aqui presentadas (tipo I:
2700 vs. 2857 pmz, tipo 11A: 3800 vs. 3123 umz, tipo 11B: 5800
vs. 4210 umz, en caballos suecos vs. caballos venezolanos,
respectivamente).

Por otra parte, el area de las fibras parece estar relacio-
nada con el tamafio del cuerpo (masa muscular), teniendo los
animales mas pequefios, menor area de sus fibras, que los
animales mas grandes. En la TABLA |, se aprecia que las va-
cas, las cuales generalmente tienen una masa muscular, un
poco mayor que la de los caballos de edad similar, el area de
cada tipo de fibra, fue ligeramente superior que la de los caba-
llos, aunque esta diferencia no llegé a ser significativa. Esto
por supuesto, también esta relacionado con el nivel de activi-
dad, ya que comparando a los animales de tamafio similar, los
mas activos tienen fibras musculares mas pequefias, obser-
vandose también que las fibras tipo | y IIA son mas pequefias
que las fibras tipo IIB [6]; no obstante, Rivero y Henckel [18],
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encuentran gque los caballos con entrenamiento de resistencia
(“endurance performance”) tienen un alto porcentaje y area re-
lativa de fibras tipo | y lIA, y un bajo porcentaje y area relativa
de fibras tipo 1B, comparados con los caballos con entrena-
miento moderado. Serrano y Rivero [21], en caballos de 4
afios sometidos a entrenamiento consistente en arrastrar ca-
rruajes durante 8 meses, encontraron que el area media de las
fibras tipo Il no fue afectada, pero el area de las fibras tipo | se
incremento después de 3 meses, manteniéndose igual durante
el resto del entrenamiento; mientras que el porcentaje de las fi-
bras con alta capacidad oxidativa y la densidad capilar, se in-
crementaron.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demuestra en animales de
dos especies diferentes, como son los caballos pura sangre
de carreras y las vacas mestizas, con peso corporal compa-
rable, pero con un nivel de actividad fisica distinta, que el
musculo gluteus medius difiere en la proporcion de los tipos
de fibras, siendo mayor el porcentaje de fibras tipo IIA en el
caballo respecto a la vaca, con una mayor relacion de fibras
IIA/IIB. Ademas, la capilarizacion es mayor en el masculo del
caballo que en la vaca, demostrada por varios parametros
gue son altamente significativos en sus diferencias: densidad
capilar (capilares/mmz), indice capilar (capilares/fibra), nime-
ro de capilares adyacentes a cada tipo de fibra y area de
cada tipo de fibra por capilar. El tamafio de las fibras es com-
parable, como se espera de animales con pesos corporales
semejantes.

Considerando que la bibliografia relacionada con el mus-
culo esquelético de la vaca es muy escasa, este trabajo consti-
tuye un aporte al conocimiento en esta area y contribuye al es-
clarecimiento de los factores que son determinantes en las ca-
racteristicas morfolégicas y metabdlicas del misculo esqueléti-
co, demostrando la importancia de la actividad en la variacion
del tipo de fibra y capilaridad, mientras que en el area de las fi-
bras musculares es mas importante el tamafio del animal.
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