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Homogeneidad celular en las diversas porciones del diafragma
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El diafragma es el principal músculo inspiratorio. Está
formado por dos porciones (costal y crural) que presentan
diferencias tanto anatómicas como funcionales. Las caracte-
rísticas morfométricas generales del diafragma se han des-
crito en diversas especies, pero no se ha estudiado adecuada-
mente su homogeneidad a lo largo del músculo. El objetivo
de este estudio fue evaluar el fenotipo fibrilar de las diversas
porciones del diafragma.

Se realizó la exéresis de todo el músculo del diafragma en
cinco conejos Nueva Zelanda. El diafragma fue posterior-
mente fraccionado en sus cuadrantes. Las muestras fueron
procesadas para morfometría (tinciones de hematoxilina-eo-
sina, NADH-TR y ATPasa a pH de 4,2, 4,6 y 9,4), valorán-
dose en cada porción los porcentajes y tamaño de las fibras,
expresado este último por su diámetro mínimo (Dm), área
medida (Ar) y área calculada (Ac).

Los animales mostraron un porcentaje de fibras y tamaño
de éstas similar entre los hemidiafragmas derecho e izquier-
do (20 porciones evaluadas); respectivamente, 50 ± 2 y 51 ±
4% de fibras tipo I, Dm tipo I de 38 ± 5 y 41 ± 4 (im, Ar tipo
I de 1.798 ± 481 y 2.030 ± 390 [ím1, Ac tipo I 1.182 ± 360 y
1.321 ± 382 p.m2; Dm tipo II de 46 ± 4 y 46 ± 5 (im, Ar tipo II
2.466 ± 388 ^m2 y 2.539 ± 456 pn2, Ac tipo II 1.642 ± 255 y
1.655 ± 382 um2. Tampoco se observaron diferencias entre
las porciones costal y crural del músculo (n = 20); respecti-
vamente, 50 ± 3 y 50 ± 2% tipo I, Dm tipo I 39 ± 5 y 40 ± 4
[im, Ar tipo 11.857 ± 521 y 1.964 ± 365 [im1, Ac tipo 11.231
± 317 y 1.266 ± 288 |̂ m2; Dm tipo II 47 ± 4 y 44 ± 3 i^m, Ar
tipo II 2.563 ± 481 y 2.430 ± 331 ^m2, Ac tipo II 1.729 ± 373
y 1.557 ± 212 iim2. Sin embargo, las fibras tipo II eran algo
mayores que las tipo I en todas las porciones (p = 0,001).

El diafragma de conejo Nueva Zelanda muestra propor-
ciones similares entre sus fibras de contracción lenta y rápi-
da. Su tamaño no difiere del observado en otras especies de
mamíferos de tamaño similar. Tampoco difiere para cada
tipo de fibra a lo largo del músculo, aunque las tipo II son
mayores que las de tipo I en todas la porciones. Así, las ca-
racterísticas morfométricas son homogéneas a lo largo del
diafragma, lo que sugiere una respuesta homogénea del
músculo frente a las cargas habituales y además permite
plantearse estudios morfométricos longitudinales, utilizando
esta especie animal como modelo.
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Cell homogeneity in diverse portions
of the diaphragm

The diaphragm is the main inspiratory muscle. It is com-
posed of two parts, the costal and crural, with both anatomi-
cal and functional differences. The general morphometric
characteristics of the diaphragm have been described in va-
rious species but homogeneity throughout the muscle has
not been adecuately studied. The aim of this study was to
evalúate the fiber phenotype of various parís of the diaph-
ragm.

The entire diaphragm muscles of five New Zealand rab-
bits were removed and each was divided into quarters. The
specimens were processed for morphometry (hematoxyllin-
eosin stains, NADH-TR and ATPase at pH levéis of 4.2, 4.6
and 9.4). For each portion we measured percent and size of
fibers, expressing the latter as mínimum diameter (Dm),
measured área (Ar) and calculated área (Ac).

Left and right diaphragm hemispheres (20 portions exa-
mined) were similar for fiber percentages and sizes. For left
and right halves, respectively 50 ± 2 and 51 ± 4% of fibers
were type I; type I Dm measurements were 38 ± 5 and 41 ±
4 um; type I Ar valúes were 1798 ± 481 and 2030 ± 390 |-im2;
type I Ac valúes were 1181 ± 360 and 1321 ± 382 (im2; type
II Dm valúes were 46 ± 4 and 46 ± 5 |-im; type II Ar valúes
were 2466 ± 388 ^m2 and 2539 ± 456 ^m2; type II Ac data
were 1642 ± 255 and 1655 ± 382 [im2. We likewise found no
differences between costal and crural portions of the muscle
(n = 20). For costal and crural portions, respectively, 50 ± 3
and 50 ± 2% of fibers were type I; type I Dm sizes were 39 ±
5 and 40 ± 4 (im; type I Ar measurements were 1859 ± 521
and 1964 ± 365 ^m2; type I Ac figures were 1231 ± 317 and
1266 ± 288 rim2; type II Dm were 47 ± 4 and 44 ± 3 (im; type
II Ar were 2563 ± 481 and 2430 ± 331 j^m2; type II Ac were
1729 ± 373 and 1557 ± 212 ^m2. Type II fibers, however,
were somewhat larger than type I fibers in all portions (p =
0.001).

New Zealand rabbit diaphragm muscle has similar per-
centages of slow and rapid contraction fibers. The size is not
different from that observed in other species of mammals of
similar size. Fiber type proportions are similar throughout
the muscle, with more type II fibers present in all áreas. The
morphometric characters, therefore, suggest an homogene-
ous throughout the diaphragm, suggesting homogeneous
response of the muscle to usual loads, and aiso suggesting
the possibility of proposing longitudinal morphometric stu-
dies using this species as a model.

Key words: Diaphragm. Fibers. Homogeneity.
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Introducción

Los músculos respiratorios (MR) son los responsa-
bles de generar el gradiente de presión necesario para
conseguir la entrada de aire desde el exterior a las uni-
dades alveolares'2. Dependiendo de la fase respiratoria
donde intervengan predominantemente, los MR se divi-
dirán en inspiratorios y espiratorios34. El principal mús-
culo inspiratorio en reposo y en sujetos sanos es el dia-
fragma5-6. El diafragma representa el plano de
separación entre la caja torácica y la cavidad abdomi-
nal. Está compuesto por dos porciones diferenciadas
anatómica y funcionalmente: costal (DCs) y crural
(DCr)7'8. El músculo se puede dividir también en dos
hemidiafragmas, derecho (D) e izquierdo (I); cada uno
puede actuar de forma casi independiente7 y su mecáni-
ca es ligeramente diferente debido a la distinta configu-
ración de las visceras abdominales. Durante la contrac-
ción se produce el desplazamiento inferior de la cúpula
diafragmática, generándose así el gradiente de presión
que posibilita la entrada de aire. La porción costal ten-
dría una función preponderante de émbolo, mientras
que el DCr sería más posicional, actuando como estabi-
lizador de las diferentes estructuras anatómicas.

Como otros músculos esqueléticos, el diafragma está
compuesto por tres tipos de fibras (I, Ha y IIb). Así, en
el diafragma de gatos adultos se observa aproximada-
mente un 80% de fibras resistentes a la fatiga (un 55%
de tipo I y un 25% de tipo Ha), comparado con el 40%
en los músculos de las extremidades9. Las característi-
cas morfométricas del diafragma han sido ampliamente
descritas en diversas especies animales9'13 incluyendo el
ser humano5'6'1415. Pero hasta el momento pocos estu-
dios han evaluado la homogeneidad16 celular a lo largo
del músculo y ninguno lo ha hecho entre las porciones
costal y crural.

El objetivo de nuestro trabajo ha sido describir las
características morfométricas del músculo diafragma a
lo largo de sus diversas porciones. Para ello se ha utili-
zado un modelo animal de conejo Nueva Zelanda.

Material y métodos

Material

Se evaluó el diafragma de 5 conejos adultos de raza Nueva
Zelanda, de igual sexo (machos), con un peso corporal similar
(límites entre 1,750 y 2.750 kg). Con los animales anestesia-
dos y relajados (ketamina 30 mg/kg y tiopental sódico 10
mg/kg) se practicó la exéresis quirúrgica completa de dicho
músculo. Inmediatamente después de su obtención se fraccio-
nó en cuatro porciones: diafragma costal derecho (DCsD),
diafragma costal izquierdo (DCsI), diafragma crural derecho
(DCrD) y diafragma crural izquierdo (DCrI). La investigación
se llevó a cabo siguiendo la Directiva Comunitaria
86/609/CEE de 24-9-1986 para investigación animal.

TABLA 1
Valores individuales de algunos de los parámetros

morfológicos estudiados

Animal

#\ Derecho 52
Izquierdo 55

#2 Derecho 49
Izquierdo 54

#3 Derecho 53
Izquierdo 46

#4 Derecho 49
Izquierdo 52

#í Derecho 46
Izquierdo 49

Hemidiafragma K%)
Costal

Dml

34
34
33
44
43
38
41
42
33
45

Din II

34 51
35 53
33 49
44 53
43 49
38 47
45 53
44 52
34 51
45 48

K%)

Crural

Dml

31
38
39
41
42
43
40

NAP
44
40

DmII

42
30
49
45
48
42
46

NAP
45
44

Los valores medios agrupados por hemidiafragmas y porciones costal y crural
aparecen en el texto. 1%: porcentaje de fibras tipo I; Dml: diámetro mínimo de
las fibras tipo 1; Dm II: diámetro mínimo de las fibras tipo II ; NAP: muestra no
apta para el estudio morfométrico.

EE.UU.), fueron congelados introduciéndolos en una solución
de isopentano (2-metilbutano; Spectrosol BDH Chamical, Poo-
le, Gran Bretaña) enfriado en nitrógeno líquido, y almacenadas
a -80 °C hasta su procesamiento. De cada una de las muestras
musculares se obtuvieron cortes de 5 u.m de espesor, mediante
un criotomo (Cry-cut 2800 N Reichert-Jung, Nussiock, Alema-
nia) y a temperatura de -20 °C. Más tarde se procedió a realizar
la tinción de hematoxilina-eosina y técnicas de histoquímica
enzimática. En concreto las de ATPasa, con incubación a dife-
rentes valores de pH (9,4, 4,6 y 4,2) y la de NADTH (nicotín-
adeninadeshidrogenasa-tetrazolio-reductasa).

La evaluación morfométrica de las muestras se realizó me-
diante el sistema semiautomático Videoplan II (Zeiss, Kon-
tron Electronics, Bremen), dotado de un programa para histo-
morfometría. El sistema consta además de un microscopio
óptico Polivar 0108 (Reichert-Jung, Viena), conectado a un
sistema digitalizador con lápiz óptico modificado.

En cada biopsia muscular se evaluaron las siguientes varia-
bles estructurales: porcentajes de cada tipo fibrilar, y área fi-
brilar medida (Ar), diámetro mínimo (Dm, dado que es el diá-
metro menos afectado por la oblicuidad del corte16) y área
fibrilar calculada (según el Dm) para cada fipo fibrilar. En
cada muestra se midieron al menos 100 fibras de cada tipo.

Tratamiento estadístico

Para la estadística descriptiva je ha utilizado la media
y desviación estándar de ésta (X ± DE). Para probar la
normalidad de la distribución en cada variable se ha
usado la prueba de Kolmogorov-Smirnoff. En caso de
tratarse de variables de distribución normal, las compa-
raciones se han realizado mediante el test de t para da-
tos apareados. La prueba de Wilcoxon se ha utilizado
para el mismo propósito en variables sin distribución
normal. Se consideró significativa una p < 0,05.

Técnicas

Los fragmentos musculares se colocaron sobre un plano de
fijación, con sus fibras orientadas en sentido transversal al pla-
no de visión. Posteriormente se recubrieron con gel convencio-
nal de congelación (Tissue-Tek, OCT, Miles, Elkhart, IN,
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Resultados

Las 20 porciones de diafragma estudiadas mostraban
el típico patrón en mosaico, constituido por los dos ti-
pos clásicos de fibras, sin observarse agrupaciones fibri-
lares anormales (tabla I).
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Sin embargo, se observó que en todas la porciones
estudiadas, las fibras tipo II tenían un tamaño discreta-
mente superior a las de tipo I (p = 0,001 en todos los ca-

Fig. 1. A: microfotografía correspondiente a la porción costal izquierda
del diafragma de conejo Nueva Zelanda (x 100). B: porción crural dere-
cha del mismo animal. Tinción de ATPasa a pH 9,4. Las libras tipo I apa-
recen claras; las fibras tipo II, oscuras.

La distribución porcentual para cada tipo de fibras
fue similar entre los hemidiafragmas derecho e izquier-
do (20 muestras evaluadas): tipo I 50 ± 2 y 51 ± 4 %
(no significativo [NS]), tipo II 49 ± 8% y 48 ± 6%, res-
pectivamente (NS). Así mismo, el tamaño fibrilar tam-
poco mostró diferencias significativas entre los hemi-
diafragmas derecho e izquierdo. Para las tipo I: Dm 38
± 5 y 41 ± 4 pm (NS); Ar 1.798 ± 481 y 12.030 ± 391
Um2 (NS); Ac 1.182 ± 306 y 1.321 ± 382 ^m2 (NS).
Tipo II: Dm 46 ± 4 y 46 ± 5 rim (NS); Ar 2.466 ± 388
y 2.539 ± 456 [ím2 (NS); Ac 1.642 ± 255 y 1.655 ± 382
Unr(NS).

La porción costal no mostró diferencias respecto a la
crural en tipos ni en tamaños fibrilares (20 muestras
evaluadas). Para las tipo I: 50 ± 3 y 50 ± 2% (NS); Dm
39 ± 5 y 40 ± 4 um (NS); 1.857 ± 521 y 1.964 ± 365
Um2 (NS); Ac 1.231 ± 317 y 1.266 ± 288 [im2 (NS).
Para las tipo II: 49 ± 7 y 49 ± 8% (NS); Dm 47 ± 4 y 44
± 3 (im (NS); Ar 2.563 ± 481 y 2.430 ± 331 ilirr (NS);
Ac 1.729 ± 373 y 1.557 ± 212 [im2 (NS).

S4

Discusión

El papel de los MR, y en particular del diafragma,
en el desarrollo de insuficiencia ventilatoria es un
tema ampliamente estudiado en las últimas déca-
das5-6'18. Algunos trabajos han evaluado, además, la re-
lación existente entre la función muscular diafragma-
tica y su propia estructura celular y subcelular14 '15-18-19.
También se han estudiado recientemente los cambios
estructurales y ultraestructurales que se producen en
los MR de pacientes con EPOC1415-2"25. Estos estudios
estructurales hacen referencia casi siempre a caracte-
rísticas generales del músculo, prestando poca aten-
ción a las posibles diferencias regionales. El hecho de
que el diafragma incluya dos músculos diferenciados
(costal y crural) desde los puntos de vista embriológi-
co, anatómico y funcional, hace pensar que también
puede diferir su fenotipo fibrilar. Además, cada una
de estas porciones muestra diferentes relaciones ana-
tómicas en los lados derecho e izquierdo, lo que con-
diciona una mecánica diferente en algunos aspectos.
De hecho, ambos hemidiafragmas actúan de forma in-
dependiente, por lo que también cabría esperar dife-
rencias entre ambos lados.

Este trabajo demuestra que a pesar de las diferencias
en las cargas que debe soportar cada porción del dia-
fragma, su fenotipo fibrilar es homogéneo en el conejo
Nueva Zelanda. Esto tiene importantes implicaciones
tanto desde el ámbito teórico como práctico. Por un
lado, sabemos que el diafragma, como cualquier mús-
culo esquelético, es capaz de modificar su fenotipo en
respuesta al tipo de cargas que debe soportar. Estos
cambios, en concreto los tipos y tamaños fibrilares, de-
penden de modificaciones en la expresión de los genes
que modifican sus proteínas estructurales16. Según se
expresen más o menos, y en una u otra dirección, se sin-
tetizarán las isoformas proteicas correspondientes a
cada tipo de fibras. Se cree que los estímulos mecánicos
que el músculo recibe actúan sobre estructuras nuclea-
res de la fibra, que a su vez determinan cambios en la
expresión de sus genes.

Por otra parte, se sabe que cada porción del músculo
ejerce funciones algo diferenciadas. Como se ha dicho,
la parte costal actúa fundamentalmente como émbolo,
mientras que la crural estabiliza las diversas estructuras.
En situaciones extremas, la fuerte contracción concén-
trica de la porción costal, puede incluso estirar precoz-
mente la porción crural, produciendo una contracción
excéntrica. Además, la presencia de la cúpula hepática
bajo el hemidiafragma derecho, condiciona algunas di-
ferencias en la mecánica local, derivadas de la longitud
del músculo al iniciar la contracción. Sería pues razona-
ble esperar que, a diferentes estímulos mecánicos, co-
rrespondieran diferentes fenotipos fibrilares aún en el
mismo músculo. Pues bien, esto no parece suceder, al
menos para el modelo estudiado. El diafragma muestra
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una respuesta homogénea ante las cargas que soportan
sus diversas porciones. Esto es cierto, al menos para las
cargas habituales en un sistema respiratorio normal, y
debiera ser también analizado en modelos animales de
enfermedades pulmonares, que implican el aumento de
cargas mecánicas y cambios en la configuración del
músculo.

Una consecuencia colateral interesante de nuestros
resultados es la posibilidad de plantear estudios longitu-
dinales de la estructura del diafragma en el conejo Nue-
va Zelanda. Para estos estudios, que facilitarían la com-
presión de los efectos de las enfermedades respiratorias
sobre el músculo, caben dos posibilidades: tomar las di-
ferentes muestras en la misma porción muscular, lo que
probablemente sea incorrecto para los cambios que im-
plica la misma acción de la biopsia; o bien, tomar cada
muestra en una porción del diafragma. Para esta última
opción era necesario probar previamente la homogenei-
dad en el fenotipo fibrilar.

Hasta la fecha, como se ha mencionado la estructura
general del diafragma, ha sido ampliamente descrita
en diversas especies animales10'13. También se han es-
tudiado las adaptaciones fibrilares secundarias al ejer-
cicio, intervenciones farmacológicas y/o desenerva-
ción2632. Sorprendentemente son muy pocos los
trabajos que han intentado evaluar las diferencias re-
gionales del músculo. En general, el énfasis se ha
puesto únicamente en las eventuales diferencias entre
sus caras torácica y abdominal". Únicamente un estu-
dio ha valorado las diferencias regionales tanto en la
rata como en el conejo". Sin embargo, la aproxima-
ción al problema se realizó de una forma algo sorpren-
dente, con la división del músculo en porciones "ven-
tral", "media" y "dorsal". En este estudio, aunque se
observaron algunas diferencias que alcanzaban la sig-
nificación estadística, éstas fueron mínimas. Reciente-
mente, se ha demostrado que la expresión de los genes
que codifican las diferentes isoformas de miosina es
similar en los diferentes cuadrantes del diafragma de
perro16. Sin embargo, ese trabajo no valora el fenotipo
fibrilar resultante.

Por otra parte, las proporciones de fibras observadas
en nuestro trabajo son similares a las descritas previa-
mente por otros autores para el conejo Nueva Zelan-
da30'32. También lo son los tamaños fibrilares "•30'31, in-
cluyendo un mayor tamaño de las fibras rápidas303'.
Probablemente este último fenómeno responde a las de-
mandas a que se ve sometido el músculo y podría ser
útil para generar un suplemento de fuerza en momentos
puntuales.

En resumen, las diferentes porciones del diafragma
(costal y crural, derecha e izquierda) presentan un pa-
trón celular homogéneo a lo largo del músculo en el co-
nejo Nueva Zelanda. Esto hace pensar que la respuesta
del músculo es global, a pesar de los diferentes requeri-
mientos a que está sometida cada una de sus porciones.
Esto parece cierto al menos para cargas respiratorias le-
ves, aunque debiera confirmarse para cargas superiores.
La homogeneidad del fenotipo celular en el diafragma
puede ser de gran utilidad en estudios longitudinales so-
bre la estructura de este músculo.
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