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Arch. med. vet. v.33 n.1 Valdivia 2001

Caracterizacion de las fibras del musculo gluteus medius en equinos
por métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos

Characterization of fibers from gluteus medius muscle in horses by
histochemical and immunohistochemical methods

A. ISLASY M.V, MS, M. QUEZADAZ , M. V, Dr. Met.Vet; G. MORAL , MV, MS, J. L LOPEZ-RIVERO2
, M.V., Dr. Med. Vet., V. MERINOZL, BQ, MS; H. ROJASE, MV, C. CARRILLOZ; M. ROJAS EL.; A.
ZEGPIG 2

1 Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Concepcion, Casilla 537, Chillan.
2 Escuela de Equitacion del Ejército de Chile, Quillota.
3 Facultad de Veterinaria, Universidad de Cordoba, Espaiia.

SUMMARY

Biopsies were taken at a depth of 4cm from the Gluteus medius muscle of 16 horses. The animals were
6 years old and had not been trained during 3 months before the study. The samples were analized by
mATPase miofibrillar technique to determine the fibrillar composition by NADH-TR technique to
determine the oxidative capacity of the fibres and immunohistochemistry to determine the fibre type.
The histochemical study revealed an average fibrillar composition of 14, 39, 30 and 17 % for fibres
typed I, IIA, 11X oxidative and IIX no oxidative and the inmunohistochemistry study showed 16, 35, 29
y 20% for fibres type I, 1A, 11X and IIA-11X.

The statistical analvses showed a aood relationshipn between the histochemical and
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INTRODUCCION

Los estudios sobre las caracteristicas histoquimicas de los musculos esqueléticos de los equinos
desarrollados en los udltimos 25 afios han establecido que estos son altamente complejos y que las
propiedades contractiles y metabdlicas de ellos pueden determinar las cualidades funcionales y la
capacidad de un individuo.

Tradicionalmente, la técnica histoquimica miosina adenina trifosfatasa miofibrilar (mATPasa) ha sido la
metodologia usada convencionalmente para la identifica-cidon de las fibras musculares (Lépez-Rivero y
col., 1993), determinandose fibras tipo I, IlA y IIB, segln las propiedades contractiles y metabdlicas de
ellas, clasificAandose en fibras lentas, rapidas e intermedias. La capacidad metabdlica de las fibras se
evalta con la tincidon nicotin adenina dinucleétido tetrazolium reductasa (NADH-TR), que permite
clasificar las fibras tipo 1IB en oxidativa y no oxidativa, segun la intensidad de la tincion (Brooke y
Kaiser 1970; Valberg y col., 1988).

Se ha demostrado que las propiedades contractiles del musculo e intensidad de la tincién con mATPasa
dependen de las cadenas pesadas de miosina de las fibras (Bottinelli y col., 1994) y que las técnicas
histoquimicas no permiten identificar algunos tipos de fibras, en particular las hibridas que presentan
coexpresion de las cadenas pesadas de miosina, (Shina y col., 1992) existiendo una alta diversificacion
de los porcentajes de los subtipos de las fibras rapidas en las regiones mas superficiales del muasculo
Gluteus medius en equinos jovenes (Lépez-Rivero y col., 1999).

La molécula de miosina es el componente primario de los miofilamentos y es la principal proteina
contractil de la fibra muscular. Esta molécula estd compuesta por dos cadenas pesadas de miosina
(MHC, Myosine Heavy Chain) y cuatro cadenas livianas de miosina (MLC Myosine Light Chain),
identificandose en el musculo esquelético de los mamiferos distintas isoformas (Serrano y col., 1996).

Las técnicas de electroforesis e inmuno-histoquimicas utilizando anticuerpos mono-clonales han
permitido una identificacion mas especifica de las MHC de las fibras musculares (Pette y Staron 1990).
En estos estudios se ha demostrado que existen 4 formas de MHC en musculos de algunos mamiferos
(1, HA, 1IX/1ID y 1IB), (Barr y Pette, 1988), y fibras tipo I, 1A y 11X en mdsculos humanos (Smerdu y
col., 1994), fibras puras tipo I, 1A y 11X y fibras mixtas (I+11A y IIA+1IX) en equinos (Linnane y col.,
(1999), lo que indicaria que esta técnica permite una clasificacion mas objetiva de las fibras al
compararla con la técnica histoquimica. Con la técnica inmuno-histoquimica las fibras denominadas 11X
y HHA+IIX corresponden a las fibras clasificadas como IIB oxidativas y IIB no oxidativas utilizando la
técnica mATPasa,

Este estudio tiene como objetivo comparar las técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas en la
clasificacion de la composicién fibrilar del masculo Gluteus medius en caballos adultos

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se emplearon 16 equinos seleccionados para participar en prueba de competencia
completa, 8 fina sangre de carrera y 8 mestizos fina sangre Sellp francés (50% y 50%) con una edad
promedio de 6 afios, pertenecientes a la Escuela de Equitacion de la Escuela de Caballeria Blindada de
Quillota. Los animales, durante los UGltimos tres meses, previo a la obtencion de la muestra, no habian
realizado entrenamiento para competencia de prueba completa y se mantenian en pesebreras y en un
patio de ejercicio.

Biopsias musculares. De cada caballo se obtuvo 1 biopsia muscular a 4 cm de profundidad. Las biopsias
fueron tomadas con una aguja percutanea de 6 mm de diametro interno (Henckel, 1983), de acuerdo
al procedimiento descrito anteriomente por Islas y col. (1997).

Una vez obtenidas las muestras fueron colocadas sobre placas de poliestireno, bafiadas en OCT para
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Las biopsias fueron almacenadas en un termo de nitrégeno a una temperatura de -196°C hasta su
posterior procesamiento. Para dismi-nuir la alteraciéon que sufre el tamafio fibrilar debido a la
contraccion que experimentan las muestras obtenidas con aguja de biopsia, se dejaron transcurrir 2 a
3 minutos desde la obtencion hasta su congelacion (Lépez-Rivero y col., 1993).

Métodos histoquimicos. De cada muestra se obtuvieron cortes seriados en un criostato (Microm HM
500) a -20°C, de 10 mm de grosor que fueron incubados para demostrar la actividad mATPasa
(E:C:3.6.1.3.) a pH 4,38. La capacidad oxidativa de las fibras se evalué en cortes seriados tefiidos
mediante NADH-TR (E.C. 1.6.99.3) (Dubowitz, 1985).

Segun los patrones de tinciéon de mATPasa las fibras fueron clasificadas como tipo | (contracciéon lenta)
o tipo IlA y tipo 1IB (contraccion répida) (Brooke y Kaiser, 1970). Las fibras tipo IIB de acuerdo a la
intensidad de la tincién con NADH-TR se clasificaron en oxidativas y no oxidativas.

Composicion fibrilar. Se determind la proporciéon de cada tipo de fibra muscular del tejido obtenido de la
biopsia. Un area representativa de cada biopsia conteniendo al menos 200 fibras fue examinada
sistematicamente en las microfotografias en blanco y negro (x100) de los cortes tefiidos con mATPasa.

Para obtener los porcentajes se examind un area representativa de cada biopsia y se determinaron las
frecuencias relativas de las fibras tipos I, 1A y IIB. Los tipos IIB oxidativas y IIB no oxidativas fueron
calculadas sobre las microfotografias en blanco y negro (X100) en los cortes tefiidos con NADH-TR
mediante el cobmputo de 200 fibras /biopsia.

Inmunohistoquimica. Cortes de 10 mm fueron colocados en portaobjetos con L-lisina y rehidratados con
PBS por 10 minutos. Posteriormente, se lavaron con PBS por 10 minutos y se dejaron con solucién de
bloqueo (suero normal de cabra al 10% en PBS (Vector S1000) durante 30 minutos en una camara
hdimeda a temperatura ambiente (20 - 25°C). Se sacaron los cubreobjetos y se les aplicé la solucion de
blogueo y luego los anticuerpos monoclonales que reaccionan con las isoformas de la MHC Slow,
SIGMA M8421), Fast, (SIGMA M8276), 35 y H2 durante 2 horas en diluciones 1:200, 1:500, 1:2000 y
1:200; respectivamente. Se lavaron los portaobjetos con PBS durante 10 minutos 3 veces y se aplicod
el segundo anticuerpo (Anti-inmunoglobulina G de ratén biotinilada en cabras) en diluciéon de PBS
1/200 por 60 minutos a temperatura ambiente. Se lavé con PBS durante 5 minutos 3 veces y se aplico
el complejo ABC (DAKO) por 1 hora a temperatura ambiente en cdmara oscura. Se lavé con PBS
durante 5 minutos 2 veces, se agrego la solucion de diaminobencidina por 2 a 3 minutos (DAB, SIGMA
D5637) y se reveld con perdxido de hidréogeno (MERCK 24/1865/410). Posterior-mente, se lavaron las
muestras con PBS por 5 minutos, se deshidrataron con etanol al 100% por 5 minutos dos veces y con
xilol al 100% por 5 minutos. Las preparaciones selladas con entellan se guardaron en lugar oscuro
hasta la obtenciéon de las fotografias, determinandose el porcentaje de fibras positivas y negativas para
cada anticuerpo en 200 fibras por biopsia en fotografia a color.

Analisis estadistico. Los resultados se expresaron en porcentaje y se aplicaron pruebas estadisticas
convencio-nales para obtener la media y desviacion estandar de cada variable. Las diferencias entre las
medias fueron valoradas por medio de una prueba "t" de Student, correlacion y la prueba de
concordancia estimada por la diferencia de las medias y la desviacion estandar de las diferencias (Bland

y Altman 1986).

RESULTADOS

Todas las secciones transversales de las fibras tefiidas con la técnica mATPasa, mostraron apariencia
normal distribuidas en forma de mosaico, no observandose alteraciones patoldgicas. Basado en la
reaccion mATPasa posterior a la incubaciéon a pH acido (4,38) las fibras musculares se clasificaron en 3
categorias: | (Negras), IIA (Blancas), IIB (Intermedias) (las fibras IIB son clasifi-cadas actualmente
como 11X). Los subgrupos de las fibras 11X fueron determinados con la tincion NADH-TR (fig 3 E) en
fibras oxidativas y no oxidativas. No se determind la presencia de fibras tipo IIC, las cuales tienen una
moderada reaccién con la mATPasa, situacion que fue corroborada con la inmunohistoquimica, ya que
estas fibras son analogas a las clasificadas como hibridas | + IlIA. En el estudio se realizé un recuento
promedio de 200 fibras para cada una de las biopsias para ambos métodos histoquimicos, siendo los
porcentajes y desviaciones estandar obtenidos para la fibra tipo | 14 %+ 3,2, IIA 39% =+ 3,7 1IX
oxidativa 30% =+ 5,3 y 17% =+ 5,5 IIX para las fibras no oxidativas. ( fig.1 ). Con la técnica
inmunohistoquimica se observaron tres poblaciones de fibras que contienen MHC, fibras lentas tipo |
(1) y fibras répidas I1A (2) y 11X (3) y una poblacién de fibras que contienen 1A + 11X (4) fig. 3A-D),
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Figura 1. Composicion histoquimica e inmunohistoquimica de las fibras musculares de
acuerdo con el contenido de las cadenas pesadas de miosina (mhc) expresados como
porcentaje (promedio y desviacion estandar).

Histochemical and immunohistochemical composition of muscle fibre types according thes
chain mhc content showed as average and standard deviation.

La reactividad de las fibras a los anticuerpos monoclonales utilizados contra la cadena pesada de
miosina y sus isoformas se presenta en la figura 1, revelando el estudio inmunohistoquimico un
promedio y desviacion estandar de 16% =+ 3,7 para las fibras tipo I, un 35% = 6,8 tipo lIA, un 29% =+
8,1 tipo IIX y un 20% =+ 5,8 IIA + IIX ( fig. 1). El analisis de correlacion determindé que existe
correlaciéon entre ambas técnicas solamente para las fibras tipo |1 (p<0,05). Sin embargo, la prueba de t
y la prueba de concordancia determinaron al comparar ambas técnicas que no existen diferencias
significativas en los porcentajes de las fibras tipo I, 1A 11X y HHA +1I1X (p >0, 05), obteniéndose entre
ambas técnicas una concordancia de 94% (15/16), 100 (16/16), 94% (15/16 ) y 94%(15/16)
respectivamente. En la figura 2 se presentan los graficos de las diferencias para las técnicas
histoquimicas e inmuno-histoquimicas entre las fibras tipo I (A) , tipo A (B) , tipo 11X (C), y tipo
HA+I11XA (D).
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Figura 2. Valores de concordancia entre las tecnicas histoquimica e inmunohistiquimica para las
fibras tipo i

0000000(a),tipo iia (b), tipo iix (c) y tipo iia+iix (d). presentados como porcentajes de fibras y
diferencias de

0000000medias.

0000000Agreement values between histochemical and immunohistochemical thecnics for fiber
type i (a), type iia (b), type

0000000x (c) and type iia+iix (.d). present as percentage of fibres and mean diference).

DISCUSION

La mayoria de los musculos esqueléticos estdn compuestos por fibras con diferentes propiedades
contractiles y metabdlicas y el uso de técnicas histoquimicas apropiadas ha permitido la caracterizacion
de los distintos tipos de fibras. La tipificacion de las fibras musculares se ha basado durante muchos
afos en la técnica mATPasa; sin embargo, este procedimiento tradicional, como lo han probado las
técnicas electro-foréticas e inmunohistoquimicas, tiene algunas limitaciones

por el hecho que un nimero considerable de fibras tiene una composicién de la miosina mixta y esta
técnica no permite determinarlas en forma precisa (Staron, 1991; Andersen y col., 1994).

La inmunohistoquimica utilizando anticuerpos mono-clonales permite una identificacion mas acertada
de las diferentes isoformas de la MHC presentes en el musculo esquelético y sus resultados serian mas
confiables que los obtenidos por la histoquimica tradicional (Linnane y col., 1999). Por otra parte, si
bien el método inmunohisto-quimico es cualitativo, es altamente sensible, por lo que fibras con
pequefias o grandes cantidades de MHC pueden ser identificadas con esta técnica (Pette y Staron,
1997).

Civ Accta Actiidia ca Aarnali=-A 1 F+Aatal AAa 9 9NN filvvreace rmear lac +AArnImArmce hictAariiiimAaimmce A Al 1
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tipo A, 11X y IA+IIX entre ambas técnicas, resultados similares a los obtenidos por Shina y col.
(1992) y Serrano vy col. (1996) en trabajos realizados en esta especie. Las fibras clasificadas como tipo
I y IlA por la técnica histoquimica estarian formadas por miosina lenta y rapida, Respectiva mente, y
son identificadas con los anticuerpos monoclonales respectivos utilizando la técnica inmuno-
histoquimica. Trabajos realizados en atletas humanos han demostrado la coexistencia de isoformas de
MCH 1 y IlA en algunas fibras (Klittgaard y col.,1990) que con la técnica histoquimica se determinan
como tipo AB, reafirmandose la utilidad de la determinacion de la inmunohistoquimica cuando se trata
de identificar fibras hibridas

La reactividad de las fibras a los anticuerpos monoclonales utilizados contra la cadena pesada de
miosina y sus isoformas se presenta en el Cuadro 1 y fig.3. En este estudio, del total de fibras
analizadas se demostré que no existen diferencias significativas en la clasificacion de los diferentes
tipos entre ambas técnicas.

(©)

Figura 3. Cortes seriados de las biopsias del musculo Gluteus medius tomadas a 4 cm de
profundidad.

A-D inmunohistoquimica anticuerpos low, fast 35 y H2; E Tincion con NADH-TR.

Las fibras marcadas 1, 2, 3 y 4 tienen anticuerpos MHC-1, MHC-2A; MHC 2X; MHC 2A+2X,
respectivamente, cuando son identificadas por la inmunohistoquimica y se corresponden con las
fibras tipo 1, tipollA, tipo 11X ox; tipollX no ox.

Serial sections of Gluteus medius muscle biopsies at 4cm of depth.

A-D immunohistochemical antibodies low fast 35 and H2; E NADH-TR staining

The fibres labelled 1, 2, 3 and 4 have MHC-1, MHC-I1A; MHC-11X; MHCIIA + 11X antibodies,
respectively, and correspond with fibres type I, type lIA, type 11X oxidative and IIX non oxidative.

Cuadro 1. Especificidad de anticuerpos monoclonales para determinar isoformas de la cadena pesada de
0000000000miosina mhc en fibras musculares de equino .

0000000000Specificity of monoclonal antibodies to determine isoforme of the myosin heavy chain mhc
in muscular

0000000000fibres of horses.
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La técnica NADH-TR permite clasificar las fibras en oxidativas y no oxidativas seguin la intensidad de la
tincion en forma subjetiva, lo que induce a una determinacién poco precisa de las fibras, a diferencia
de la inmuno-histoquimica, en la cual la identificaciéon de las fibras 11X y IIA + IIX se basa en la
cuantificacion de fibras inmunotefiidas o no, frente a los anticuerpos monoclonales. Usando estos
anticuerpos se puede determinar en forma objetiva las fibras tipo 11X y las IIA+11X (denominadas fibras
tipo 1IB oxidativas y no oxidativas respectivamente segun la reaccion a las NADH-TR (Linnane y
col.,1999). Asi se logra una clasificacion mas exacta de ellas, esto se debe a que existen fibras que
presentan fenotipos mixtos de la MHC, lo que se demuestra en una alta diversificacion de los
porcentajes de los subtipos de las fibras rapidas en las regiones mas superficiales del musculo Gluteus
medius en caballos jévenes (Lopez-Rivero y col., 1996 ), situacién que no se observa en estos animales
debido a que son adultos.

Este estudio confirma que existe una buena concordancia superior al 95% entre los métodos
histoquimicos e inmunohistoquimicos de las fibras I, 1A, 11X y 1IA+I1IX, sin embargo, solo se obtuvo
correlacion entre ambas técnicas en la determinacion de las fibras tipo I, situaciéon que se presenta en
algunas oportunidades y es por ello que la realizacion de la prueba de concordancia seria mas
adecuada para comparacion de parametros que la correlacidon en algunas situaciones (Bland y Altman,
1986). Las diferencias observadas en los resultados se deberian a la presencia, en una misma fibra, de
dos isoformas de MHC (Staron y Pette, 1986; Staron, 1991). Por otra parte, trabajos realizados por
Siek y col. (1995) y Botinelli y col., (1994) han demostrado que las fibras con cantidad homogénea de
MHC tienen un gradiente respecto a su reactividad con la mATPasa. Por lo tanto, las isoformas de MHC
y el contenido de ellas en la fibra pueden influir en la reaccion histoquimica de la mATPasa y su posible
limitaciéon en la diferenciacion objetiva de las fibras musculares por esta técnica.

La técnica inmunohistoquimica permite una clasificacion mas exacta de la poblacion fibrilar del musculo
Gluteus medius del equino, ya que se puede realizar la cuantificacion de las fibras 11X y IIA +IIX que
con la técnica mATPasa son clasificadas como II1X. Ademés, si en el futuro se cuenta con nuevos
anticuerpos monoclonales se podria llegar a diferenciar isoformas de MHC del equino como ya se ha
logrado en otros especies.

Los resultados obtenidos permiten concluir, que, si bien, existe concordancia entre ambas técnicas en
los animales estudiados, la inmunohistiquimica permite una cuantificacion mas exacta de las fibras
musculares, corrigiendo errores que se producen al utilizar la técnica histoquimica en la clasificacion de
fibras hibridas y tipo IIB. La determinacion de una correcta composicion fibrilar del musculos es
importante cuando se desea seleccionar equinos para prepararlos para un deporte en particular.

RESUMEN

Se tomo una biopsia a cuatro centimetros de profundidad en el mdsculo Gluteus medius de 16 equinos.
Los animales tenian una edad promedio de 6 afios y durante 3 meses previo a la toma de la biopsia no
habian realizado entrenamiento. Las muestras fueron analizadas por medio de la técnica mATPasa
miofibrilar, NADH-TR e inmuno-histoquimica. Los porcentajes de fibras tipo I, IIA, 1IB oxidativas y no
oxidativas fueron de un 14, 39, 30 y 17%, respectivamente, para la técnica histoquimica y un 16, 35,
29 y 20% para las fibras tipo | , A, 11X y HA+IIX para la técnica inmuno-histoquimica. El analisis
estadistico demostré que no existen diferencias signifi-cativas entre ambas técnicas para la
determinacion de las fibras. Los resultados obtenidos permiten concluir que la inmunohistoquimica es
una técnica que permite realizar una clasificaciéon adecuada de la poblacion fibrilar del masculo Gluteus

I L R TR P
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