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Introducción

El uso de modelos animales es de gran utilidad en el
avance del conocimiento biomédico. Así, es posible di-
señar estudios que sería imposible realizar (por motivos
éticos o logísticos) en seres humanos. Entre los mode-
los animales más utilizados en trabajos de fisiopatolo-
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FUNDAMENTO: Entre los modelos animales más utilizados
en estudios de fisiopatología respiratoria se hallan los caninos,
debido fundamentalmente a las características fisiológicas del
perro. Sin embargo, consideraciones éticas y legales restrin-
gen su utilización en nuestro medio a unas pocas especies.

OBJETIVO: Hemos estudiado las características estructura-
les básicas de músculos respiratorios y periféricos en el pe-
rro beagle, con el fin de aproximar sus valores de referencia
para futuros estudios.

MÉTODO: Se han incluido 14 animales jóvenes de esa raza,
en los que se tomaron muestras musculares del diafragma
costal (DFG), intercostal externo (IE) y músculo de una ex-
tremidad (vasto interno) (PF). Se analizaron los porcentajes
y tamaños fibrilares (inmunohistoquímica, anticuerpos anti-
cadenas pesadas de miosina o MyHC), porcentaje y canti-
dad de las isoformas de MyHC (electroforesis y ELISA), y
grado de daño de membrana (inmunohistoquímica, anti-
cuerpos antifibronectina).

RESULTADOS: Las fibras eran mayores en el IE, sobre todo
a expensas de las de tipo II (un 20% mayores). Las fibras
resistentes a la fatiga (tipo I) predominaban ampliamente
sobre las de contracción rápida (tipo II) en los 3 músculos
analizados (DFG, 57 ± 11 frente a 45 ± 12; IE, 58 ± 5 frente
a 43 ± 5, y PF, 70 ± 8 frente a 34 ± 7%). La cantidad de fi-
bras híbridas (coexpresión de MyHC rápidas y lentas) era
mínima y similar en los tres músculos. La expresión absolu-
ta de MyHC era mayor en el PF que en los músculos respi-
ratorios, con predominio relativo de la isoforma I en DFG y
PF, y tendencia similar en el IE. El daño de membrana era
muy reducido en los tres músculos.

CONCLUSIONES: Las características fenotípicas de los mús-
culos respiratorios y PF en el perro beagle responden a lo es-
perable funcionalmente en una raza seleccionada inicialmente
para la caza, con mínimos grados de lesión en circunstancias
normales, predominio de fibras y proteínas resistentes a la fa-
tiga y fibras mayores en el IE, un músculo que desempeña un
papel relevante en la respiración de los perros.
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de miosina.

Basic structure of respiratory and peripheral
muscles in the beagle dog

BACKGROUND: The dog is one of the most widely used ani-
mals in studies of respiratory physiopathology, mainly be-
cause of its physiological characteristics. However, ethical
and legal constraints are placed on the use of some species
in our context.

OBJECTIVE: We studied the underlying structural features
of respiratory and peripheral muscles in the beagle dog in
order to suggest reference values for future studies.

METHOD: Fourteen young beagles were selected. Samples
were taken from the costal diaphragm (DFG), external inter-
costal (EI) and vastus medialis (VM) muscles. We analyzed fi-
ber percentages and sizes (immunohistochemistry, using
myosin heavy chain [MyHC (monoclonal antibodies), percen-
tages and absolute number of MyHC isoforms (electrophore-
sis and ELISA), and level of membrane damage (immunohis-
tochemistry, using anti-fibronectin monoclonal antibodies).

RESULTS: In the EI muscle, type I fibers were larger (by
20%) than type II fibers. Fibers resistant to fatigue (type I)
predominated greatly over fast contraction fibers (type II)
in all three muscles analyzed (DFG 57% ± 11% vs. 45% ±
12%; EI 58% ± 5% vs. 43% ± 5%; and VM 70% ± 8% vs.
34% ± 7 %). Few hybrid fibers (co-expression of fast and
slow MyHC) were found and their percentages were similar
in all three muscles. The absolute expression of MyHC was
greater in the VM than in the respiratory muscles, with a
relative predominance of the MyHC I isoform in the DFG
and VM muscles and a similar tendency in the EI muscle.
Membrane damage was very slight in all three muscles.

CONCLUSIONS: The phenotype characteristics of respira-
tory and peripheral muscles in the beagle correspond to
what we would expect functionally for a breed initially selec-
ted for hunting, with minimal lesions under normal cir-
cumstances, a predominance of fibers and proteins that are
resistant to fatigue, and larger fibers in the EI, a muscle that
plays a role in respiration in dogs.
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gía respiratoria se hallan los caninos, debido fundamen-
talmente a las características fisiológicas del perro y
también a su relativo bajo coste. Así, muchos de los
avances en mecánica pulmonar o de los músculos respi-
ratorios se han realizado en perros de raza cruzada1-5.
Sin embargo, consideraciones éticas han restringido re-
cientemente la utilización legal de estos animales en Es-
paña. Aunque la legislación española general todavía no
se ha pronunciado6, la comunitaria y la de numerosas
comunidades autónomas ya sólo permite la realización
de estudios en especies animales específicamente “se-
leccionadas para usos científicos”7-9. En el caso de los
perros, una de las pocas razas consideradas como tales
es la beagle, inicialmente seleccionada para la caza10 y
con características muy específicas, que la diferencian
de los animales más ampliamente utilizados hasta el
momento actual. Se establece así un marco en el que el
aumento de costes puede contrarrestar las ventajas de
trabajar con perros, un animal resistente, fácilmente ins-
trumentalizable y con similitudes fisiológicas con el ser
humano. Por contra, la utilización de una sola especie
con características genéticas individuales más similares
puede ayudar a homogeneizar los estudios con este mo-
delo. El objetivo de este trabajo ha sido describir las ca-
racterísticas estructurales básicas de los principales
músculos respiratorios y de un músculo de las extremi-
dades en la raza canina beagle. Los datos aquí presenta-
dos pueden ser de utilidad como referencia para futuros
estudios fisiopatológicos.

Método

Población

Se incluyeron en el estudio 14 perros adultos de raza
beagle. El estudio fue aprobado por el comité ético de nuestro
centro.

Toma de las muestras musculares

Tras la inducción anestésica, el animal fue mantenido en
fase hipnótica durante todo el proceso quirúrgico.

Biopsia del diafragma (DFG). Se realizó una laparotomía
media subxifoidea de unos 4 cm de longitud. Tras la tracción
del hemidiafragma derecho, se obtuvo la muestra en sentido
paralelo a la dirección de las fibras.

Biopsia del músculo intercostal externo (IE). Se realizó una
incisión de 2-3 cm en la cara anterolateral del hemitórax, pro-
fundizándose hasta parrilla costal. Allí se tomó la biopsia del
IE, con disección cortante de costilla a costilla.

Biopsia del músculo vasto interno del cuádriceps (músculo
periférico) (PF). Se practicó una incisión de 2-3 cm en la cara
interna de la pata trasera del animal. La incisión se profundizó
hasta el vientre muscular, donde se procedió a la biopsia.

Procesamiento

Una vez obtenidas, las muestras se dividieron en dos por-
ciones. La primera fue incluida en parafina y se utilizó en los
procedimientos inmunohistoquímicos. La segunda se introdu-
jo en un criovial, se congeló en nitrógeno líquido y se conser-
vó a –80 °C hasta su utilización.

Primera porción. La parte incluida en parafina fue cortada en
microtomo y se obtuvieron secciones transversales de 3 µm.

– Tinción de hematoxilina de Harris: se realizó sobre los
primeros cortes para definir la orientación.

– Técnica inmunohistoquímica: se utilizó para identificar
los tipos fibrilares y la presencia de daño de membrana. En
ambos casos, las secciones se desparafinaron e incubaron, y
se utilizó el correspondiente anticuerpo: a) tipificación fibri-
lar: se realizó a partir de las isoformas de las cadenas pesadas
de miosina (MyHC) expresadas por cada fibra; se utilizaron
los anticuerpos monoclonales anti-MyHC I (clon MyHCs.
Myosin Heavy Chain Type I. Biogenesis, Poole, Inglaterra) y
anti-MyHC II (clon MyHCf, Myosin Heavy Chain Type II.
Biogenesis); el tamaño del área de sección se calculó a partir
del diámetro mínimo, y b) daño de membrana: se realizó a
partir de la detección de fibronectina intracelular con un anti-
cuerpo monoclonal (Human Fibronectin-IgG Fraction, PC
057, The Binding Site, Birmingham, Reino Unido).

Como segundo anticuerpo se utilizó una anti-IgG de ratón
biotinilado (Universal Secondary, Biotin, The Binding Site).
Las muestras se incubaron con el complejo estreptovidina-pe-
roxidasa para amplificar la reacción. Las imágenes de las
muestras se captaron en un microscopio óptico (Olympus BX-
50F3, Olympus Optical, Co., Tokio, Japón), y se digitalizaron
(programa Pixera Studio, versión 1,2. Pixera Corporation, Ca-
lifornia, EE.UU.), y se utilizó el programa NIH image 1.6
para realizar las mediciones. Se analizaron siempre más de
100 fibras por corte. Se consideraron fibras mixtas o híbridas
las que coexpresaban ambos tipos de MyHC. Además, se de-
terminó el porcentaje de fibras con fibronectina en su interior
(fibras con la membrana dañada).

Segunda porción. Fue homogeneizada, incubada y centrifu-
gada. Para los diferentes procedimientos se determinó en pri-
mer lugar la concentración de proteínas totales de la muestra
por el método de Bradford.

– Semicuantificación de las isoformas de MyHC por ELI-
SA: se partió de una concentración fija de 20 µg de proteínas
totales. Los anticuerpos primarios utilizados y el sistema de
detección fueron similares a los anteriormente descritos. Las
placas se leyeron en un lector de ELISA (Labsystems Multis-
kan MS, Londres, Reino Unido) a 620 nm.

– Determinación de las proporciones de isoformas de
MyHC por electroforesis: se empleó una cantidad de 5 µg de
proteínas totales. En cada gel se procesaron conjuntamente las
muestras problema, dos muestras control (MyHC I obtenida
de músculo soleus y MyHC II obtenida de intercostal externo
de conejo), y un patrón de peso molecular (high prestained
SDS-PAGE standards, Bio-Rad). La electroforesis se realizó
con un equipo Protean II (Bio-Rad). El gel utilizado fue de
poliacrilamida (Bio-Rad), discontinuo. El recorrido electrofo-
rético se llevó a cabo durante 20 h, y la tinción de las bandas
se realizó con mezcla de Coomassie. Después, el gel fue digi-
talizado (Gel Doc 2000, Bio-Rad) y se analizaron las bandas
(Molecular Analisis, Bio-Rad). Los resultados se expresaron
como porcentaje.

– Identificación de las bandas de isoformas de MyHC: pre-
viamente a la realización de la electroforesis se procedió a la
identificación del patrón de migración de las bandas y análisis
de la especificidad de los anticuerpos en el músculo canino.
Estos dos objetivos se cumplieron utilizando la técnica de in-
munotransferencia e inmunodetección. Para esto se realizó
una electroforesis similar a la ya expuesta, con muestras de
músculo canino y control de diferentes pesos moleculares. Fi-
nalizada la separación electroforética, el gel fue transferido a
una membrana de nitrocelulosa (Amersham LIFE SCIENCE,
Amershan International plc., Reino Unido), que fue bloquea-
da e incubada con los anticuerpos anti-MyHC I y anti-MyHC
II. Tras incubación posterior con el anticuerpo anti-IgC de ra-
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tón biotinilado, se lavaron las membranas y se incubaron con
el complejo estreptoavidina-peroxidasa. Las membranas se
digitalizaron y analizaron con el sistema ya descrito.

Análisis estadístico

Los datos se expresan como media ± desviación es-
tándar (DE) de ésta. Cuando ha sido apropiado, los da-
tos se han expresado en valores percentuales. Las com-
paraciones entre isoformas o tipos fibrilares en un
mismo músculo, así como entre los diversos músculos
para un mismo animal se han realizado mediante un
análisis de la variancia para medidas repetidas, habién-
dose utilizado el coeficiente de Pearson para evaluar las
relaciones entre variables. Se ha asumido como valor de
significancia una p ≤ 0,05.

Resultados

Los tamaños y porcentajes fibrilares aparecen repre-
sentados en la tabla I y la figura 1. Brevemente, las fi-
bras I y II eran de similar tamaño en DFG y PF. Sin em-
bargo, en el IE las de tipo II eran algo mayores que las
I. Al comparar los diversos músculos entre sí esto im-
plicaba que el IE tuviera fibras mayores que DFG y PF.
En cuanto a la predominancia celular, ésta era para las
fibras lentas y resistentes a la fatiga en todos los múscu-
los estudiados. Sin embargo, la diferencia era mayor en
el PF. La proporción de fibras híbridas era minoritaria y
similar en los tres músculos.

Respecto de las isoformas de MyHC, la inmunode-
tección permitió confirmar la buena reactividad de los
anticuerpos utilizados con las proteínas caninas, así
como su especificidad para cada isoforma. Los patrones
de migración obtenidos por esta misma técnica eran si-
milares a los reportados en la bibliografía para otros
mamíferos (200 kDa para la MYHC I, 204 kDa para la
MyHC IIa y 203 kDa para la MyHC IIb). Por otra parte,
las proporciones de cada isoforma eran también favora-
bles a la de tipo I (tabla I y fig. 1), aunque la significa-
ción estadística sólo pudo observarse en DFG y PF, con
una tendencia en el mismo sentido para el IE. Nueva-
mente, la diferencia entre isoformas era más evidente
en el PF. En cuanto a la determinación semicuantitativa
absoluta, el PF mostraba más cantidad de MyHC total
por unidad de proteínas. Respecto de cada isoforma, el
DFG era el que tenía menos MyHC-I por unidad de
proteínas. Por último, el daño de membrana era mínimo
en los tres músculos, aunque DFG y PF mostraban un
nivel algo superior al del IE (tabla I).
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TABLA I
Tamaños y proporciones fibrilares, proporciones y cantidad de las diferentes isoformas de MyHC

y daño de membrana en los músculos estudiados

Área fibrilar Área fibrilar Área fibrilar Fibras Fibras tipo Fibras MyHC I (%) MyHC total MyHC I Daño
Global (µ2) tipo I (µ2) tipo II (µ2) tipo I (%) II (%) híbridas (%) (µg/10 (µg/10 (% células)

µg prot) µg prot)

DFG 840 ± 12 ↑ 819 ± 27 ↑ 866 ± 11 ↑ 57 ± 11 ↑ 45 ± 12 ↑ 2,1 ± 3,8 ↑ 59 ± 15 ↑ 2,3± 0,8 ↑ 0,8 ± 0,1↑ 1,3 ± 2,0 ↑
** NS ** NS NS NS NS NS ** *

IE 1.052 ± 17 NS 866 ± 21 NS 1.327 ± 18 NS 58 ± 5 ** 43 ± 6 ** 1,4 ± 2,1 NS 55 ± 10 ** 2,9 ± 0,5 * 1,3 ± 0,6** 0,2 ± 0,6 NS
* NS *** ** ** NS *** NS NS *

PF 876 ± 17 ↓ 929 ± 21 ↓ 784 ± 23 ↓ 70 ± 8 ↓ 34 ± 7 ↓ 3,8 ± 6,1 ↓ 72 ± 11 ↓ 3,5 ± 1,0 ↓ 1,8 ± 0,8↓ 1,3 ± 1,5 ↓

DFG: diagrama; IE: intercostal externo; PF: periférico (vastus lateralis); *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; NS: no significativo.

Fig. 1. Comparación entre a) los porcentajes de los tipos fibrilares; b) los
porcentajes de las isoformas de MyHC, y c) el tamaño fibrilar para cada
músculo. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; NS: no significativo.
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Entre las correlaciones de interés para las variables
obtenidas en un mismo músculo cabe destacar las de
cantidad de MyHC-1 y el tamaño de las fibras homóni-
mas, observable tanto en DFG (r = 0,873; p < 0,01)
como en IE (r = 0,701; p < 0,01). También existía una
correlación aceptable entre los porcentajes de cada iso-
forma de MyHC y los de sus fibras homónimas (p.ej.,
en el IE, para las I, r = 0,584; p < 0,05, y para las II, r =
0,482; p = 0,08) (fig. 2). Finalmente, tanto IE como PF
mostraban tendencia a tener tamaños fibrilares propor-
cionales para las tipo I y las tipo II (respectivamente, r
= 0,680, p < 0,01, y r = 0,482; p = 0,08) (fig. 3). Esta
condición no se cumplía en el DFG.

Respecto de cada variable estructural entre los tres
músculos, destacaba que la cantidad de MyHC I era di-
rectamente proporcional en ambos músculos respirato-
rios (r = 0,700; p < 0,05), sin relación con la del PF. El
porcentaje tanto de fibras I como de MyHC I era pro-
porcional entre DFG y PF (fibras I, r = 0,558; p < 0,05;
MyHC I, r = 0,492; p = 0,08), pero no con el IE, mien-
tras que el número de fibras híbridas era también pro-
porcional en IE y PF (0,541; p < 0,05).

Discusión

Este trabajo proporciona valores estructurales básicos
de los dos músculos inspiratorios más importantes y de
un músculo periférico en los perros de raza beagle. Da-
dos la falta de datos al respecto y el marco legal actual,
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Fig. 2. Relaciones entre los porcentajes fibrilares y de la isoforma corres-
pondiente de MyHC en el músculo intercostal externo.
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Fig. 3. Relaciones entre los tamaños de las fibras I y II para cada músculo
estudiado.
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los resultados aquí expuestos pueden ser de utilidad
para los investigadores que deseen utilizar un modelo
canino en estudios de fisiología muscular respiratoria o
ejercicio. En este sentido, los perros se han utilizado
tradicionalmente en estudios de fisiología y fisiopatolo-
gía respiratorias, dadas las similitudes de su mecánica
con la de los seres humanos, su resistencia y facilidad
de instrumentalización. Sin embargo, en la actualidad,
la legislación comunitaria y parte de la española restrin-
gen la utilización de perros con fines experimentales a
unas pocas razas, entre las que el beagle es la más utili-
zada. En cuanto a los resultados concretos del estudio,
destaca el predominio de fibras y proteínas de contrac-
ción lenta y gran resistencia a la fatiga observado en to-
dos los músculos analizados. Además, los tamaños fi-
brilares son algo mayores en el IE que en DFG y PF.

Utilidad general

Los resultados de este estudio pueden ser utilizados
como valores de referencia, reduciendo los costes e im-
plicaciones éticas del uso de un grupo control en otros
trabajos. Además, pueden permitir obviar en algunos
casos la toma de muestras preintervención (p.ej., actua-
ción con fármacos o entrenamiento) en estudios longi-
tudinales. Esto evita la morbimortalidad derivada del
procedimiento, así como la interferencia de éste (p.ej.,
liberación de mediadores inflamatorios) con los resulta-
dos finales. Por otra parte, conocer las características
básicas de esta especie puede permitir un mejor diseño
de aquellos estudios que impliquen entrenamiento mus-
cular o respiración bajo cargas. Así, los trabajos enca-
minados a analizar cambios tras entrenamientos de re-
sistencia (sobre todo para músculos de las extremidades)
parecen a priori poco razonables en esta raza canina, ya
que el margen de cambio es muy pequeño por el absoluto
predominio inicial de fibras con esa característica.

Tamaño y tipos fibrilares, daño de membrana

Uno de los datos de más interés es la observación de
áreas de sección más amplia en las fibras del IE. Ade-
más, ese tamaño mayor es a expensas de las fibras de
contracción rápida, por otra parte minoritarias. Estos re-
sultados parecen encajar perfectamente con el papel de-
sempeñado por el músculo IE en la respiración del pe-
rro4,11-14, que es semejante en diversos aspectos al que
desempeña en humanos15. El IE participa activamente
en la respiración, sobre todo cuando se produce un in-
cremento temporal de cargas, como sucede en el ejerci-
cio o la obstrucción al flujo aéreo. En esas situaciones,
este músculo aportaría al sistema fuerza adicional y ve-
locidad de contracción16. Éstas son precisamente las
propiedades que se corresponden con un incremento en
el tamaño de las fibras de tipo II.

Por otro lado, se ha observado que las fibras de meta-
bolismo fundamentalmente aerobio y resistentes a la fa-
tiga son predominantes en los dos músculos respirato-
rios estudiados, pero también en el PF. Respecto a los
primeros, esa propiedad no es sustancialmente diferente
de lo observado en otras especies17,18, y probablemente

responde a la necesidad de mantener funcionando de
forma intermitente y de por vida estos músculos. Res-
pecto del músculo PF, parece corresponderse a las ca-
racterísticas para las que la raza beagle fue selecciona-
da: la caza de animales de pequeño tamaño en campo
abierto. Cabe comentar aquí que probablemente ese
dato no hace del beagle el mejor animal para estudios
que intenten reproducir la situación que se vive en las
enfermedades pulmonares. Los músculos de un pacien-
te con EPOC o con asma bronquial grave, o los de sim-
plemente un sujeto normal, no son parecidos a los de
esta raza canina, que remeda más lo que cabría esperar
en un corredor de maratón19. En todo caso, los eventua-
les modelos deberían tener en cuenta este factor.

Por último, la escasa proporción de fibras híbridas y
de fibras con el sarcolema dañado indican que se trata
de animales en buen estado físico, que no se hallan so-
metidos a agentes externos o internos que puedan indu-
cir lesión o remodelado anómalo de sus músculos es-
queléticos.

Cantidad y proporción de proteínas estructurales

Los datos más relevantes son coherentes con los ob-
servados a escala celular, y hacen referencia a la mayor
expresión de proteínas de contracción lenta y resistentes
a la fatiga. En realidad, el predominio de una u otra iso-
formas de MyHC es lo que confiere a la fibra sus carac-
terísticas funcionales20. Por tanto, era de esperar que
una mayor proporción de fibras tipo I se explicara por
un mayor porcentaje de la isoforma homónima, MyHC-
I. Es interesante destacar también que en términos abso-
lutos, las MyHC (exponente del “peso” de las proteínas
estructurales fundamentales) eran una parte importante
de las proteínas totales del músculo, sobre todo en el
PF. Nuevamente, esto es lo que cabe esperar de anima-
les sanos y en buen estado físico. Por otra parte, la
MyHC I se expresaba de forma directamente proporcio-
nal en DFG e IE, lo que parece apoyar una convergen-
cia fenotípica en algunos aspectos moleculares de am-
bos músculos respiratorios.

En conclusión, las características fenotípicas de los
músculos respiratorios y PF estudiados en el perro bea-
gle responden a lo esperable funcionalmente en una
raza seleccionada inicialmente para la caza: con míni-
mos valores de lesión en circunstancias normales, predo-
minio de fibras y proteínas resistentes a la fatiga, y fi-
bras mayores en el IE, un músculo que desempeña un
papel relevante en la respiración en perros. Algunas de
estas características permiten cuestionarse la bondad de
la raza beagle en estudios de adaptación muscular, sobre
todo a trabajos de resistencia.
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