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Estudio morfolégico y morfométrico del musculo oblicuo dorsal del perro

Morphologic and morphometric study of the musculus obliquus dorsalis of the dog

JVivo', JL Morales, A Diz, F Mir6, A M Galisteo, E Aguera.

SUMMARY

In the present investigation, the dorsal oblique muscle of the right ocular globe was removed from six adult dogs weighing 40-50 kg
and analyzed by light microscopy. Muscle samples were taken from the central portion of the muscle belly, subsequently ultrafrozen,
cut and stained with m-ATPase at pH 4.6. Fibers were classified as type | or type 11 according to their reaction to the m-ATPase and
detailed morphologic and morphometric studies were made. The muscles showed two clearly distinct layers, a central layer and a
peripheral layer, mainly composed of type Il fibers. The fibers in the central layer were larger in size than those in the peripheral layer.
The peculiar stratigraphy of the dorsal oblique muscle should be taken into account when performing analyses of this muscle and

investigating the significance of the fiber types it contains.
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INTRODUCCION

Los musculos extraoculares (figura 1), conocidos tam-
bién como musculos oculomotores o del globo ocular,
son los encargados de controlar el movimiento del ojo.
Son cuatro musculos rectos que mueven el ojo hacia arri-
ba, abajo, a la derechay a la izquierda; dos masculos obli-
cuos que rotan el globo ocular en torno del eje visual y un
musculo retractor que tiene la capacidad de retraer el ojo.

Estos musculos, que son estriados esqueléticos, pre-
sentan caracteristicas especiales que los hacen sensible-
mente diferentes a los restantes musculos estriados
esqueléticos del organismo. Son los de contraccion mas
rapida del cuerpo (Cooper y Eccles 1930), ya que estan
integrados de forma mayoritaria por unidades motoras de
contraccion rapida (Close y Luft 1973), donde cada neu-
rona inerva a un nimero muy escaso de fibras, llegando
la proporcion entre fibra nerviosa y muscular a ser muy
alta, alcanzando incluso la relacion 1/1 (Sarnat 1983).
Tienen una gran variacion en el tamafio de sus fibras, y
una respuesta patolégica muy limitada (Ringel y col 1978).

La unidad funcional del tejido muscular es la fibra
muscular (miocito), que es una célula multinucleada, de
gran tamafo y que tiene la capacidad de contraerse y asi
lograr un acortamiento en su longitud. Para clasificar las
fibras de los musculos extraoculares se emplean diversos
sistemas: uno obedece al tamafio y apariencia que pre-
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sentan a diferentes técnicas histoldgicas; otro atendiendo
al tipo de inervacion y otro basado en la técnica de
m-ATPasa y segin pardmetros empleados usualmente
para el musculo esquelético apendicular (Floquet y col
1990, Gueritaud y col 1987, Galisteo y col 1994).

Figura 1. Musculos del ojo visto desde detras del globo ocular.
1, m. rectus dorsalis; 2, m. rectus lateralis; 3 m. rectus ventralis;
4, m. rectus medialis; 5, m obliquus ventralis; 6, m. obliquus
dorsalis; 7, m. retractor bulbi; 8, nervio optico.

Extraocular muscles shown from behind the ocular globe.
1, m. rectus dorsalis; 2, m. rectus lateralis; 3 m. rectus ventralis; 4, m.
rectus medialis; 5, m obliquus ventralis; 6, m. obliquus dorsalis; 7, m.
retractor bulbi; 8, nerve opticus.
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Todos estos estudios se han llevado a cabo en el hom-
bre (Ringel y col 1978, Floquet y col 1990), en primates
(Durston 1974), en la rata (Hanson y Lennerstrand 1977),
en el gato (Hanson y Lennerstrand 1977, Gueritaud y col
1986), en la oveja (Harker 1972, Browne 1976), palomas
(McVean y col 1987) y algunos peces (Witalinski y
Labuda 1982). En el perro, Unicamente Galisteo y col
(1994) analizaron las caracteristicas histoquimicas de al-
gunos musculos extraoculares dependientes de los ner-
vios oculomotor y abducente.

Con la m-ATPasa acida a pH 4,6 se distinguen dos
tipos de fibras en el musculus obliquus dorsalis, unas 0s-
curas (tipo 1) y otras claras (tipo Il). Las fibras de tipo |
tienen caracteristicas estructurales y bioquimicas adecua-
das para resistir la fatiga, son fibras de contraccidn lenta,
pequefio tamafio, muy capilarizadas, ricas en mioglobina
y mitocondrias y con alto contenido de enzimas oxidativas.
Todo ello las faculta para rendir una alta tasa energética
desde rutas aerobicas, utilizando substratos extracelulares
(glucosay écidos grasos libres en sangre), lo que justifica
su capacidad de resistencia a la fatiga. La contraccion
secuenciada y alternativa, fundamentalmente de este tipo
de fibras, origina el caracteristico tono muscular que po-
seen los masculos cuando estan en reposo.

Las fibras de tipo Il son de contraccién rapida y ex-
plosiva, con abundantes miofilamentos, mas adecuadas
paraejercicios de corta duraciény alta intensidad. Su pro-
duccion energética se opera por rutas anaeroébicas, utili-
zando combustibles intracelulares. Tienen un potencial
mas alto de rendimiento y un mayor consumo, por lo que
su fatiga se produce mas rapidamente y la resistencia esta
limitada.

Con estas premisas, este trabajo pretende describir las
caracteristicas morfoldgicas y morfométricas (nimero,
diametro, area y densidad) de las fibras del musculo
extraocular oblicuo dorsal del perro, implicado en la ro-
tacién y junto al musculo oblicuo ventral en la estabiliza-
cién del globo ocular respecto al eje visual.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado en este estudio seis perros sanos adul-
tos de raza pastor aleman de entre 40-50 kg de peso, obte-
nidos del lazareto municipal donde fueron eutanasiados
por sobredosis anestésica, via intravenosa, con tiopental
(Tiobarbital®) y que posteriormente utilizamos para nues-
tra experiencia. Tras su sacrificio, se les han extraido el
globo ocular y estructuras retrobulbares derechas, aislan-
dose el musculus obliquus dorsalis que es el Unico mus-
culo inervado por el nervio troclear.

De los musculos se selecciond la porcién central del
vientre muscular que fue bafiada en OCT embedding
compound para congelacion de tejidos (Tissue Tek, Mi-
les Sci. USA) y sumergida durante 30 segundos en
isopentano (2-metilbutano) enfriado en nitrégeno liquido
hasta =160 °C aproximadamente (Dubowitz y Brooke

50

1973). Se practicaron cortes transversales (10 um),
seriados en un criostato a—20 °C que fueron almacenados
sobre el portaobjetos a —80 °C. Posteriormente fueron te-
fiidos por la técnica de miosin adenosin trifosfatasa
(m-ATPasa) tras preincubacion acida (pH 4,6) (Dubowitz
y Brooke 1973). Estos cortes fueron digitalizados a 16x,
con los que se reconstruy6 la seccion completa obtenida
del masculo. Con el software Sci Image (1998 Scion
corporation 82 Worman’s Mill Court Suite H Frederick,
Maryland 21703), sobre esta reconstruccion se evalué su
areay se conté el nimero total de las fibras existentes de
cada tipo. Sobre las imagenes digitalizadas, se procedi6 a
determinar el area, didmetro mayor y didametro menor de
las fibras musculares existentes en el 20% de la superfi-
cie total del musculo elegida en cuadros al azar: las oscu-
ras (Tipo 1) y las claras (Tipo Il). Con el programa
Microsoft Excel® se determind, para cada mlsculo y para
cada tipo de fibra, su proporcion, asi como su area y dia-
metro medio, area ocupada por las fibras, area relativa de
las fibras respecto al area del musculo y densidad (nime-
ro de fibras por mm?). La superficie no ocupada por fi-
bras, formada fundamentalmente por grasa, tejido
conectivo, vasos y tejido nervioso, es el tejido inespecifi-
co intersticial. Para cada musculo y en las variables que
procediera se calculd su desviacién tipicaintra. Para el
conjunto de los musculos estudiados se establecid la me-
dia de cada variable asi como la desviacidn tipica intra e
inter. Se realiz6 un analisis “t” de Student para demostrar
posibles diferencias para las variables entre las fibras tipo
I 'y tipo 11 en cada uno de los estratos.

RESULTADOS

En el masculo oblicuo dorsal la preincubacién a pH
4,6 fue la que permitié una mejor discriminacion de las
fibras musculares con la técnica m-ATPasa acida, distin-
guiéndose facilmente las fibras tipo | (oscuras) y 1l (cla-
ras). En este musculo se ponen de manifiesto dos estratos
netamente diferenciados, uno de situacién central y otro
situado mas periféricamente (figura 2).

Estos dos estratos, al manifestar diferencias netas en-
tre si, son analizados por separado. Los musculos anali-
zados presentaron un area media total de 9,95 + 4,01 mm?,
de la que el 44,8 + 4,4% se corresponde con la porcion
central. Se presentan los resultados separados por estra-
tos en la cuadro 1.

El estrato central estd compuesto mayoritariamente por
fibras tipo Il que representan el 89,40% del total, si bien
las de tipo I, que representa solo el 19,60%, son, de media,
sensiblemente de mayor tamarfio, aungque ambos tipos pre-
sentan parecida heterogeneidad. El espectro de tamafio de
ambos tipos de fibras presenta una distribucion unimodal,
con un rango para las fibras tipo | que oscila de 25 pm
hasta 59 um, con una mayor concentracion de fibras entre
39-41 um. En las fibras tipo 11 el rango es algo mayor, ex-
tendiéndose desde 17 pm hasta 63 pum, presentando el ma-



Figura 2. Seccion transversal del musculus obliquus dorsalis. La
linea trazada marca el limite entre el estrato central y periférico.

Transversal section of the musculus obliquus dorsalis. The
black line shows the limit between the peripherical and the central
layer.
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yor porcentaje de fibras entre 37-39 um. El &rea relativa
ocupada por las fibras de tipo Il supone el 81,33% de su
superficie, que es mucho mayor que la ocupada por las de
tipo I, que s6lo alcanza el 11,05%. Como consecuencia, la
densidad de las fibras tipo Il es mucho mayor que la de las
fibras tipo | (figura 3).

El estrato periférico también se compone
mayoritariamente de fibras tipo 11 (80,68%), aunque relati-
vamente hay mas fibras de tipo | (19,32%) que en el estra-
to central. El tamafio medio de ambos tipos de fibras es
pequefio, mostrando parecida heterogeneidad. Las fibras
tipo 11 son, de media, de mayor tamafio que las de tipo |,
aunque ambas son considerablemente menores que las del
estrato central. Su espectro de tamafio presenta, al igual
que en el estrato central, una distribucion unimodal, con un
rango para las fibras tipo | entre 9 pm y 43 pm con un pico
maximo entre 15-17 pm, por el contrario, el rango para las
fibras tipo Il estd comprendido entre 15 pmy 47 um, con
una mayor concentracion de fibras entre 23-25 um. El area
relativa de las fibras tipo | representa el 9,06% de la super-
ficie de este estrato, siendo similar a la que ocupa en el
estrato central; sin embargo, el &rea que ocupan las fibras
tipo 11 (63,19%) es sensiblemente menor a la que ocupa el
mismo tipo de fibras en el estrato central. El tejido inespe-
cifico intersticial, que es la parte del masculo no ocupada
por fibras, representa practicamente la cuarta parte de este
estrato muscular, siendo netamente mayor que la que ocu-
pa en el estrato central (figura 3).

Cuadro 1. Medias y desviaciones tipicas para los dos tipos de fibras en cada una de las variables analizadas en cada una de las

porciones musculares.

Means and standard deviations of each in variable analyzed, the two fiber types in the central and peripherical layers of the dorsal oblique muscle.

Estrato central

Tipo 1 DE-inter DE-intra DE-inter DE-intra Total DE-inter DE-intra
Nimero 402,00 112,62 3406,00 995,32 3808,00 1104,82 ***
% fibras 10,60 0,82 89,40 0,82 100,00 0,00 ***
Didmetro (pum) 39,81 2,56 7,36 37,24 3,18 7,19 37,51 3,09 *** 7,34
Avrea fibras (um?) 1190,18 162,37 404,38 1050,72 168,95 395,58 1065,58 167,06 *** 403,43
Area total fibras (um?) 483657,20  174446,53 3638381,19 1397328,66 4122038,39 1567230,20 ***
Area rel. fibras (%) 11,05 1,32 81,83 1,64 92,88 2,35 ***
Densidad (n%/um?) 95,03 24,52 793,20 134,74 888,22 159,25 ***

Estrato periférico

Tipo 1 DE-inter DE-intra DE-inter DE-intra Total DE-inter DE-intra
Nimero 1396,67 478,64 5936,33 2306,92 7333,00 2750,42 ***
% fibras 19,32 311 80,68 311 100,00 0,00 ***
Diémetro (pum) 20,83 1,61 6,25 27,52 2,00 5,63 26,24 2,12 *** 6,80
Area fibras (um?) 349,67 46,28 214,94 579,04 90,22 247,23 535,62 88,22 *** 263,31
Avrea total fibras (um?) 481341,41  146751,67 3441140,33 1363352,72 3922481,74 1497700,47 el
Area rel. fibras (%) 9,06 1,27 63,19 10,80 72,25 10,74 **=*
Densidad (n%/um?) 263,10 59,97 1090,79 54,93 1353,88 99,85 ***

DE inter: desviacion tipica de la media; DE intra: media de las desviaciones tipicas de cada mUsculo.
*, %% %% significacion estadistica con la prueba t de Studenta P < 0,05, P < 0,01y P <0,001.

DE inter: standard deviation of the mean; DE intra: mean of the standard deviations of each muscle.

*, %% *k%:statistical significance with Student’s t-test at P < 0,05, P < 0,01y P < 0,001.
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25 29 33 37 41 45 49 53 57
Diametro fibras tipo I. Estrato central

9 13 17 21 25 29 33 37 41
Diametro fibras tipo I. Estrato periférico

17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61
Diametro fibras tipo 1. Estrato central

13 1 23 27 31 35 39 43 a7
9 Diametro fibras tipo 1. Estrato periférico

Figura 3. Histogramas del diametro (um) de las fibras tipo 1 y tipo 1l en el estrato central y periférico.
Histograms showing the diameters of type I and Il fibers in the peripherical and the central layers.

DISCUSION

Son muchos los autores que han clasificado a las fi-
bras de los mUsculos extraoculares en funcion de sus res-
pectivos patrones reticulares en Fine, Coarse y Granular
frente a técnicas histologicas (Hematoxilina Eosina,
Tricrémico modificado) e histoquimicas (enzimaticas)
(Durston 1974, Ringel y col 1978). Otros han atendido al
tipo de inervacion que poseen las fibras y las clasifican
en Fibras Simplemente Inervadas (SIF) y en Fibras
Mudltiplemente Inervadas (MIF) en funcion del nimero y
tipo de terminaciones nerviosas que presentan, llegando-
se incluso a diferenciar dos tipos MIF y tres tipos SIF en
funcion de otras caracteristicas como el didmetro fibrilar,
riqueza mitocondrial, desarrollo del reticulo sarcoplasmico
y tamafio miofibrilar, medidas estas aplicadas en su ma-
yoria mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) o incluso por su situacion dentro del masculo
(Pachtery col 19762, Pachter 1982, Morgan y Proske 1984,
Jacoby y col 1989). Con la técnica de m-ATPasa también
hay autores que han dividido a los musculos oculomotores
en fibras tipo 1 y tipo 11 (Gueritaud y col 1986, Floquet y
col 1990, Galisteo y col 1994) e incluso otros las han
correlacionado con otras clasificaciones (Ringel y col
1978, Reichman y Srihari 1983).

Los musculos oblicuos dorsales analizados del perro
presentaron dos estratos netamente separados, uno cen-
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tral y otro periférico. La porcion central se asemeja a un
patrén en mosaico caracteristico del musculo esqueléti-
co, donde se pueden diferenciar con la técnica ATPasa
los tipos fibrilares | y I1; sin embargo, el estrato periféri-
CO No presenta este aspecto, sino que esta integrado por
fibras mas irregulares, si bien se pueden diferenciar igual-
mente los dos tipos de fibras. Dicha distribucion ya ha
sido descrita con anterioridad, para este musculo, en el
hombre (Ringel y col 1978) y en la rata (Carry y col 1982).
En el perro esta distribucion ha sido descrita para los
musculos recto lateral y medial (Galisteo y col 1994).

Los valores encontrados por nosotros para el misculo
oblicuo dorsal, referentes a la proporcion de fibras tipo |
y tipo 1l en el estrato central, resultan parecidos a los ob-
tenidos en el hombre (Ringel y col 1978), pero no con los
determinados en la rata (Carry y col 1982), ya que estos
autores no observan, en este estrato, ninguna fibra de tipo
I. En el estrato periférico los valores son mas dispares,
pues mientras nosotros sefialamos un 19,32% de fibras
tipo I, Ringel y col (1978) obtiene sélo el 0,8%y Carry y
col (1982) el 0%.

El tamafio de las fibras fue muy variable, observan-
dose las de mayor tamafio en el estrato central y las de
menor tamafio en el estrato periférico, si bien en este Ulti-
mo las disminucion fue gradual desde el centro a la peri-
feria. Esta variabilidad de tamafio ya fue sefialada como
una de las caracteristicas principales de estos musculos



(Ringel y col 1978), que da, en el hombre, un rango de
tamafio para las tipo | de 13-35 um y para las tipo Il de
10-38 um similar al sefialado, en la rata, por Carry y col
(1982) y mayor al determinado por Pachter (1983). De-
bemos destacar que las fibras tipo | del estrato central son
de mayor tamafio que las de tipo 11, ocurriendo lo contra-
rio en el estrato periférico; pensamos que podria ser debi-
do para compensar el escaso nimero de las fibras tipo |
en el estrato central, puesto que el area relativa de este
tipo fibrilar es similar en ambos estratos.

El &rea relativa de la muestra ocupada por cada tipo
fibrilar es una variable indicativa de la funcionalidad
muscular, al menos en la musculatura de los miembros
(Sullivan y Armstrong 1978). El area relativa ocupada
por las fibras tipo | (contraccion lenta) siempre fue me-
nor que la ocupada por las fibras tipo Il (contraccion rapi-
da), lo que nos permite catalogar a este muasculo de réapi-
do (Cooper y Eccles 1930).

Nuestros resultados tienen cierta variabilidad con los
valores sefialados por Galisteo y col (1994) para los mUs-
culos recto lateral y recto medial del perro, pues hemos
estimado, en ambos estratos, un mayor porcentaje para
las fibras tipo 11 y un menor porcentaje de las fibras tipo
I. El tamafio de las fibras es mayor en el estrato central
que en el periférico, siendo el detectado por nosotros
considerablemente mayor, en ambos estratos, que el se-
fialado por estos autores, si bien coincidimos con ellos
en que el tamafio de las fibras tipo | del estrato central
es mayor que las fibras tipo Il. En nuestro estudio, el
area relativa de las fibras tipo I, en ambos estratos, es
aproximadamente 10-20% mayor, siendo los porcenta-
jes muy similares para las fibras de tipo | en el estrato
central y ligeramente superiores a los determinados por
Galisteo y col (1994) para el muasculo recto medial en el
estrato periférico.

En conclusion, los resultados obtenidos en nuestro
estudio muestran la peculiar estratigrafia, central y
periférica, del masculo oblicuo dorsal del perro, predo-
minando en ambos estratos las fibras tipo Il sobre las de
tipo 1. Estos hechos deberan tenerse en cuenta ante las
posibles alteraciones que puedan sufrir los musculos
extraoculares en determinadas enfermedades.

RESUMEN

En el presente trabajo se han extraido, de los globos oculares
derechos, de seis perros adultos de 40-50 kilogramos de peso,
los musculos oblicuos dorsales y analizados con microscopia
de luz. Las muestras musculares para su analisis se tomaron de
la porcidn central del vientre muscular y fueron ultracongeladas,
cortadas y tefiidas por la técnica de m-ATPasa a pH 4,6. Las
fibras se clasificaron en tipo | y tipo Il en virtud a su reaccion
frente a la m-ATPasa, realizdndose un detallado estudio
morfolégico y morfométrico. Los musculos presentaron dos
estratos netamente diferenciados, uno central y otro periférico,
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compuestos mayoritariamente por fibras tipo Il. Las fibras del
estrato central presentaron un mayor tamafio que las
correspondientes del estrato periférico. La peculiar estratigrafia
del musculo oblicuo dorsal deberia tenerse en consideracion al
analizar este musculo e investigar el significado de los tipos
fibrilares que contiene.
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