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RESUMEN

En los caninos las miopatias no son frecuentes, pero cuando se presentan son dificiles de
confirmar. Para su diagndstico es necesario recurrir a métodos complementarios como el dosaje
de enzimas séricas de origen muscular, al electromiograma, a la ecografia y principalmente a la
biopsia muscular, ya que la mayoria de las lesiones musculares solo pueden ser detectadas por
microscopia. Para poder interpretar los resultados de la biopsia es necesario tener un acabado
conocimiento de la estructura muscular normal. En el presente trabajo se describe desde la anatomia
macroscopica hasta la ultraestructura del miisculo vasto lateral del canino. Se eligi6 este misculo
porque junto con el grupo cuadriceps es el mas afectado en lesiones del tren posterior.
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Anatomical, histological, tomographic and ultrasonographic evaluation of the vastus
lateralis muscle in healthy dogs

SUMMARY

Muscle diseases are not common in dogs, but when they appear they are difficult to diagnose.
For their diagnosis it is necessary to appeal to complementary methods, such as the measurement
of serum muscle enzymes, electromyography, ultrasonography and mainly muscle biopsy, since
most of the muscular lesions can only be detected by microscopy. To be able to interpret the
biopsy results it is necessary to have a thorough knowledge of normal muscle structure. The
present work describes the macroscopic anatomy and the muscular ultrastructure of the canine
vastus lateralis muscle. This muscle was chosen because along with the cuadriceps group, it is the
most affected muscular group in hindlimb lesions.

Key words: (muscle biopsy), (vastus lateralis muscle), (canine)

INTRODUCCION

La musculatura esquelética representa
entre el 44 y el 57 % del peso corporal del perro,
y por la magnitud de su masa es una de las
partes mas importantes del organismo?. El
musculo puede sufrir dafio por accesos
quirdrgicos, contusiones, laceraciones u otros
procesos traumadticos. Las lesiones musculares
graves pueden provocar el retiro temprano de
un canino atleta o la funcién de un miembro
para una mascota ¥’. La pelvis es la region dsea
que se fractura con mas frecuencia, siguiéndole
en importancia, la fractura de fémur, luxaciones
coxofemorales y ruptura de los ligamentos
cruzados. Las complicaciones mds graves son
las lesiones mioatroficas que se presentan en
todos los vientres del musculo cuadriceps, pero
el vasto lateral es el mas afectado por lo que se
hacen necesarias la cirugia y la posterior
rehabilitacion. Para poder comprobar los
resultados de los tratamientos se recurre a
diferentes métodos, uno de ellos, el estudio del
musculo. Solo si se conoce la estructura y la
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ultraestuctura normal de este miisculo es posible
entonces, interpretar las lesiones y
correlacionarlas con las manifestaciones
clinicas.

En el presente trabajo se describe la
anatomia, la imagen ecografica y tomografica,
la tipificacion fibrilar y el estudio por medio de
la microscopia electronica del musculo vasto
lateral normal del perro.

MATERIALES Y METODOS

Para la descripcion anatdomica se trabajo
con 20 cadéaveres caninos, machos y hembras
de diferentes razas y edades, provenientes de
centros antirrabicos. Se estandarizaron las
dimensiones del muslo, entre el trocanter mayor
del fémur y la base de la rétula se trazé una
linea imaginaria que fue dividida en tres tercios,
en la unién del tercio medio con el tercio distal
se midi6 el diametro del muslo y, luego de
realizar una incision en piel y fascia profunda,
se introdujo una aguja hipodérmica 38/12 hasta
el plano 6seo para medir la profundidad del
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musculo. Para el anlisis estadistico se realizo
un Analisis de Regresion lineal simple,
utilizando el método de Minimos cuadrados.

Luego se realizd replecion vascular
mediante una inyeccion arterial de una solucion
de yeso Paris en agua al 14% y una intravenosa
de una solucion de gelatina industrial al 17%,
ambas coloreadas con anilinas, desde los vasos
digitales plantares comunes III para visualizar
mejor la irrigacion. Para estudiar la inervacion se
utilizo la técnica de Sihler.

Una vez determinado el lugar exacto de
toma de muestras, se procedid a realizar la
intervencion quirurgica que consistio en biopsia
escisional. Los caninos utilizados fueron mestizos,
libres de enfermedad neuromuscular y de entre
15y 20 kg. En todos se sigui6 el siguiente
protocolo de anestesia por su buena relajacion:1.-
Fentanilo 50 pg c¢/7 a 10 kg via IM.- 2.- Propofol
3 mg/kg via IV muy lenta.

Para microscopia oOptica, las muestras
musculares obtenidas de Icm x lem x 0.5 cm
fueron cubiertas con polvo de talco y luego
congeladas por inmersidon en isopentano
previamente enfriado en nitréogeno liquido y
guardadas a —80° C hasta analisis. Antes de
proceder a la congelacion, la muestra obtenida se
colocé sobre un portabloques de corcho al que
previamente se le echaron unas gotas de OCT-
Compound para adherir la pieza en forma
perpendicular, tratando asi de garantizar la
posterior seccion transversal de las fibras.
Mediante el uso de un cridstato Leyca Jung CM
1800, se obtuvieron cortes seriados de 10 pm de
espesor a —27°C, los cuales fueron montados en
portaobjetos previamente tratados con una mezcla
al 50% de éter etilico y alcohol etilico de 96°.

Para determinar el tipo fibrilar se empleo la
reaccion de adenosintrifosfatasa-miofibrilar
(mATPasa) previas preincubaciones a pH 4.3 (2
minutos) y pH 10.3 ( 10 minutos), utilizando el
método de Brooke y Kaiser °.
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Los porcentajes relativos de cada fibra se
obtuvieron tras contar entre 500 y 1000 fibras
de campos elegidos al azar, sobre preparaciones
tefiidas con la técnica de mATPasa en las
preincubaciones acidas.

Para la medicion del area se realizé una
seleccion randomizada de fibras utilizandose un
analizador de imagenes Leyca Q 500 MC,
software Owin con una microcamara color JVC
y un microscopio triocular Olimpus CH 30. Con
los resultados morfométricos de los tres tipos
de fibras, para cada perro, se calculé la media,
el error estandar, el desvio estandar y el
coeficiente de variacion. Se realizaron sendos
analisis de la variancia. En caso de encontrarse
diferencias significativas se analizaron con una
prueba de Tuckey con un nivel de significacion
del 5%.

Una seccion adicional fue tefiida mediante
la reacciéon de nicotinamida adenina
dinucleotido tetrazolium reductasa (NADH-
TR) segtin Dubowitz V. ® como un marcador de
la capacidad oxidativa de las fibras musculares.

Para microscopia electronica, las muestras
fueron obtenidas en el mismo acto quirdrgico
de labiopsiay fueron fijadas en glutaraldehido
bufferado a 4° C. Inmediatamente, la inclusion
se realiz6 en resina epdxica; los cortes se
hicieron con el ultramicrétomo y se empled la
coloracion doble de Reynolds-uranilo. Las
observaciones se efectuaron con un microscopio
de transmision marca IEOL 1200 EX II TEM,
a 85 Kv en aumentos crecientes de 4000 a
150.000 X, en el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) de Castelar.

Para la ultrasonografia se emple6 un equipo
LC 2010 plus portatil, marca Berger con dos
transductores, uno microconvexo de 5 MHz
(14 R, 110* CS-620NV) y otro lineal de 7,5
(39 a 50 mm TL-750). La zona fue depilada y
el acople se realiz6 con gel de ultrasonido.

La tomografia axial computada se realizo
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en el Servicio de Estudios Veterinarios de Alta
Complejidad de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de Buenos Aires, con un equipo
de Tercera Generacion, marca General Electric,
CTMAX 640, modelo P2. Los animales fueron
anestesiados con el mismo protocolo que para
la toma de biopsias.

Todos los estudios efectuados sobre
animales vivos fueron realizados siguiendo los
“Principios internacionales aplicables a las
investigaciones biomédicas con animales”, de
acuerdo al Codigo Etico desarrollado por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de
las Ciencias Médicas y publicado en las cronicas
delaOMS "

RESULTADOS

El musculo vasto lateral se origina en
craneolateral del fémur, se inserta en la patela
por medio de un tendodn a la capsula articular y
se relaciona en lateral y caudal con el musculo
recto femoral con el cual se fusiona en direccion
distal. Se determind que la irrigacion del
musculo vasto lateral se encuentra a cargo
principalmente de la arteria circunfleja femoral
lateral que se origina en la arteria femoral del
muslo dentro del canal femoral y se dirige hacia
lateral pasando entre los musculos recto femoral
y vasto lateral para dividirse en tres ramas:
transversa, ascendente y descendente. Esta

Foto 1: Técnica de biopsia escicional
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ultima desciende cubierta por el recto femoral
y se dirige oblicuamente hacia lateral hasta
ubicarse en el eje dseo y originar las principales
ramas musculares innominadas para la
irrigacion del vasto lateral. Una muy poco
importante fuente de irrigacion proviene de la
rama transversa y ascendente en proximal y de
la arteria circunfleja femoral. La inervacion
proviene del nervio femoral que se distribuye
en forma compartamentalizada. Existen dos
compartimentos principales, uno craneal y otro
caudal y, ademas el medio mas pequeio,
ubicado entre los anteriores muy cerca del
origen muscular. Esta division del nervio
femoral en tres ramas principales se produce
en el cuarto proximal del musculo, muy cerca
de su origen. La division de los compartimentos
puede ser seguida hasta la mitad del vientre
muscular aproximadamente. Al disecar los
distintos planos se observo que el miisculo tiene
todas sus fibras paralelas sélo en el tercio distal
del borde caudal, haciendo de este lugar el sitio
de eleccion para la toma de biopsia (Foto 1).
Al establecer una linea entre el trocanter y la
rétula y medir la profundidad del musculo se

determino la existencia de una correlacion entre
la longitud del muslo y el didmetro transverso,
por medio del andlisis estadistico se obtuvo
una recta de regresion estimada, (Grafico 1)
que corresponde a la relacion entre la Longitud
del Muslo (LM, en cm) tomada como variable
explicatoria, y la Seccidén Transversa del
musculo v. lateral (SM, en cm) considerada
como variable respuesta: SM=-0.683+0.106
LM. El coeficiente de regresion resultod
significativamente positivo (b>0, p=0,00002).
De acuerdo a lo obtenido en esta muestra, por
cada cm de aumento de LM, SM aumenta en
0,106 cm; la ordenada al origen carece de
sentido bioldgico en el tramo donde se considera
de interés el ajuste. Coeficiente de
determinacion: R? = 0,8581.

El estudio histoquimico por la reaccion de
ATPasa miofibrilar revel6 la existencia de tres
tipos de fibras: fibras de Tipo I, oscuras en
preincubacion acida (+++), negativas en
preincubacion basica (-), de metabolismo
oxidativo; fibras de tipo II A , negativas en la
preincubacion acida y fuertemente positivas en
la alcalina (+++); y fibras intermedias en ambas
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Grafico 1: Correlacion entre la longitud y el didmetro transverso del muslo
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preincubaciones, que de acuerdo con Snow, *
denominamos fibras II Dog. (Foto 2)

En el grafico 2 se observa la cuantificacion
de distribucion relativa (%) de cada tipo
histoquimico de fibras.

Existen diferencias significativas entre las
areas medias para los tres tipos de fibras (valor
p<0,0001). Las fibras Il y Il Dog, que presentan
las mayores areas, no muestran diferencias
significativas entre si, pero difieren de las del
tipo 1. Los valores del area de la fibra I Dog
presentan una variabilidad anormal (tabla 1).

Una vez establecidos los tipos, se analizd
el comportamiento de las fibras frente a las
reacciones metabolicas NADH-TR, observandose
un amplio espectro en la intensidad de tincion.
Esta heterogeneidad implica la ausencia de un
punto preciso de demarcacion entre las fibras y
la alta capacidad oxidativa del musculo canino.

En el examen de las muestras de musculo
normal con microscopia electronica se observa
que las tres cuartas partes del volumen
sarcoplasmico esta ocupado por las miofibrillas,
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Foto 2: Tipificacion fibrilar por mATPasa
(1000 x) pH 4,2.

Las células de mayor tamaiio y tono intermedio
corresponden a fibras de tipo II DOG; las células
mas oscuras, a las fibras tipo I y las células claras
representan las fibras tipo II A.

que se ven como interdigitaciones paralelas de
miofilamentos gruesos de miosina y finos, de
actina. Cada filamento grueso se halla rodeado
por seis finos. La organizacion espacial muestra
la tipica repeticion regular de estriacion
transversal del musculo esquelético. En el corte
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Grafico 2: Esquematizacion de los porcentajes de tipos fibrilares musculares del canino normal
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Tabla 1: Area circular de los tres tipos fibrilares
del musculo vasto lateral canino.

Tipo de
fibra
Tipo 1 3106,0 + 147,5 | 737,6 | 237,5
Tipo IT | 4000,6 = 115,7 | 578,5 | 144,6
Tipo II Dog| 4338,0 + 234,6 | 1173,0(270,4

X+ E SD Cv

X= area circular media (14); E= error estandar de la
media; SD= desvio estandar

transversal se diferencian zonas claras, oscuras
y medias. En la foto 3, se observan los tres tipos
de fibras y en el centro, un capilar con un nicleo
muy cercano a él. Dentro de las mismas fibras
las miofibrillas toman diferente imagen
electronica manifiesta por densidades mas
claras y mas oscuras que hemos denominado
A,ByC.

Al examen ecografico las fibras musculares
normales tienen una apariencia homogénea, se

ven alineadas, hipoecogénicas, interrumpidas ~ Foto 3: Microfotografia (4000 x). Se observa
en el centro un capilar y un nticleo. Campo

panoramico donde se visualizan los tres tipos
de fibras (A, By C)

por fascia ecogénica, tejido conectivo y grasa.
Al corte transversal hay perfecta definicion de
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los musculos vastos, lo que le da el aspecto de
“marmolado”.

Con TAC, se analizaron el espesor y la
densidad del complejo cuadriceps en conjunto
y el musculo vasto lateral en particular,
expresados en la tabla 2.

DISCUSION

El detalle anatomico, consignando la
compartamentalizacion y la profundidad son
muy importantes para la toma de la muestra,
porque de acuerdo con Braund “° y Rodriguez
Barbudo *, se debe asegurar que no sean
lesionados vasos, nervios o tendones.

Las referencias indican la utilizacion de la
mitad del vientre del misculo o de su parte mas
ancha, pero de acuerdo con McGavin ' la zona
descripta por nosotros, la union del tercio medio
con el distal permite tomar una muestra de la
zona donde todas las fibras son paralelas y los
tres compartimientos neuromusculares ya estan
indiferenciados.

Con respecto a la biopsia escisional, si bien
es un procedimiento quirargico relativamente
simple™', se deben seguir ciertos lineamientos
cuando se planea obtener datos fidedignos y sin
artefactos. De acuerdo a McGavin'® los
patologos pierden muchos especimenes por
fallas en la obtencion y manejo de la muestra.
Los principales artefactos son: compresion por
el forcéps, atriccion por las tijeras durante la
escision y estiramiento de las fibras, lo que hace
que muchas veces resulten secciones imposibles
de interpretar. El requerimiento basico consiste
en aislar un cilindro de musculo con fibras
paralelas de 1 a 1,5 cm de longitud y 0,5cm de
ancho para microscopia Optica, y de no mas de
2 mm si es para microscopia electronica >.

Con respecto a las fibras musculares que
componen el musculo esquelético de los
mamiferos han sido clasificadas usando diversas

52

Tabla 2: Valores del musculo cuadriceps en
conjunto y del vasto lateral en particular
tomados a partir de la tomografia.

Musculo | Musculo vasto
cuadriceps lateral
Es"ecslfl”“ 17 a184| 132155
Densidad en
unidades 60 a 79 42 a 75
Hounsfield

técnicas, siendo tradicionalmente la mas
utilizada la determinacién de la actividad de la
enzima miosina adenosina trifosfatasa
miofibrilar (mATPasa)® 1% 142325 Se encuentran
entonces los siguientes tipos fibrilares con
caracteristicas fisioldogicas y metabodlicas
definidas: Tipo I (de contraccién lenta,
metabolismo oxidativo); Tipo IIA (de
contraccion rapida y metabolismo altamente
anaerobio y moderadamente oxidativo); Tipo
IIB (de contraccion rapida, elevado
metabolismo anaerobio). En el musculo del
perro, las investigaciones para identificar los
diferentes tipos han producido resultados
contradictorios ya que las tipo II no presentan
el tipico comportamiento metabdlico de las
fibras II B conocidas. Como la finalidad de este
trabajo no fue la clasificaciéon de subtipos
fibrilares y con el asesoramiento de los doctores
F. Mascarello * y F. Gil ° se optd por la
clasificacion de Snow » en Tipo I, Tipo Il A y
Tipo II Dog, y de acuerdo con ¢l y con
Maxwell '7; Braund *5 ; Guy y Show % se
comprob6 que en el musculo del perro existen
solo fibras de contraccion lenta-resistentes a la
fatiga y fibras de contraccion rapida-resistentes
ala fatiga con un potencial oxidativo moderado
a alto. Sin embargo, probablemente un analisis
mas exhaustivo de la unidad motora y la
locomocién natural de esta perfecta maquina
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de correr pueda explicar porqué estan presentes
dos fibras glicoliticas-oxidativas muy similares.

Luego de clasificar las fibras, se realizaron
las mediciones, verificandose que las fibras 11
Dog, son las de mayor tamafio.

En lo referente a la ultraestructura, dado
que la muestra necesaria para analizar es
pequetia, se constituye en el método ideal para
aplicarlo en estudios secuenciales de las fibras
musculares, coincidiendo con Trevino 8.
Ademas es el tnico método para analizar las
alteraciones de la actina y la miosina.

De acuerdo con Dubowitz  , hay que tener
en cuenta que el microscopio electréonico
permite examinar areas muy pequefias y a veces
esas muestras pueden no ser representativas del
musculo o la fibra como un todo para
diagnosticar una enfermedad.

En cuanto al estudio ecografico es
altamente dependiente del operador ', el campo
visual es pequefio y tiene un contraste limitado
de los tejidos blandos. El tejido normal tiene
una apariencia heterogénea estriada *' con fibras
musculares primariamente hipoecogénicas. En
los atletas humanos y en la clinica equina es
aceptado como un diagndstico seguro y efectivo
para las disrupciones y las hemorragias
musculares, pero no es practica corriente en la
clinica de pequefios animales.

La tomografia axial computada produce
mejor contraste que la radiologia plana y el
ultrasonido '°, pero no es ideal para la
evaluacion de musculos y tendones porque sélo
se obtienen imagenes del plano axial.

En nuestro caso nos resulto6 util porque la
grasa y el tejido subcutaneo permitieron la
identificacion e individualizacion de los
musculos y sus contornos. A pesar de esto, en
nuestra opinién, su aplicacion en veterinaria
tiene dos inconvenientes: hay que anestesiar al
paciente y los costos son muy altos. Por lo tanto
se la puede recomendar a nivel experimental
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pero no con fines diagndsticos para
enfermedades musculares en la clinica diaria.

CONCLUSIONES

Con la actividad mATPasa luego de la
reincubacion alcalina es posible distinguir 3
tipos de fibras en el musculo canino. Las fibras
tipo II son peculiares del perro y no se
corresponden con las tipo II B de otras especies,
es mucho mas oxidativa y se demuestra por las
pruebas NADH-TR. La microscopia optica
debe ser siempre complementada con la
microcospia electronica, ya que ésta permite
visualizar cambios ultraestructurales. La
ultrasonografia y la tomografia para visualizar
estructura muscular del perro no se recomiendan
como pruebas complementarias de rutina.
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