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OBJETIVO: Los estudios estructurales y de expresion de di-
versas sustancias en misculos respiratorios de seres huma-
nos se han servido de diversos modelos para la obtenciéon de
las muestras. Entre ellos destacan la toma de tejidos en au-
topsias, la biopsia muscular en el curso de una toracotomia
por lesién pulmonar localizada (TLL) y la biopsia ambula-
toria en sujetos sin comorbilidad (TA). Los 2 primeros mo-
delos adolecen de las posibles interferencias de factores rela-
cionados, respectivamente, con la muerte o la enfermedad
que motiva el acto quirdrgico. La TA, aunque obvia los in-
convenientes de los otros 2 modelos, no permite obtener
muestras del diafragma, principal misculo respiratorio. El
objetivo de este trabajo fue analizar la estructura fibrilar y
expresion de la principal citocina inflamatoria —factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-o)- y del factor de crecimiento
muscular insulina-like (IGF-1) en el misculo intercostal ex-
terno de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, comparando los resultados obtenidos con los mode-
los de TLL y TA.

METODOS: Se tomaron prospectiva y consecutivamente
muestras del misculo intercostal externo (quinto espacio, li-
nea axilar anterior) en 15 pacientes con enfermedad pulmo-
nar obstructiva cronica (66 + 6 afos; volumen espiratorio
forzado en el primer segundo del 49 + 9% ref., presion arte-
rial de oxigeno de 75 + 9 mmHg). Las muestras se tomaron
mediante TLL (8 pacientes, todos ellos con neoplasia pulmo-
nar pero cuidadosamente seleccionados para descartar efec-
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tos sistémicos) o TA (7 pacientes), excluyéndose en el segun-
do caso la presencia de comorbilidad importante. Las mues-
tras se procesaron para analisis estructural fibrilar (inmu-
nohistoquimica e histoquimica enzimatica) y de expresion
génica de TNF-o e IGF-1 (reaccion en cadena de la polime-
rasa en tiempo real).

REesuLTADOS: El analisis estructural de las fibras no mos-
tré diferencias entre ambos grupos. Tampoco se observaron
diferencias en la expresion de TNF-o o IGF-1.

CoNCLUSIONES: Con criterios de seleccion rigurosos, el
modelo de TLL parece adecuado para el estudio de las ca-
racteristicas estructurales y de expresion de citocinas infla-
matorias y factores de crecimiento en el misculo intercostal
externo. Puede ademas inferirse que probablemente la TLL
también sea ttil para esos objetivos en el caso del diafrag-
ma, para el que no existe una técnica alternativa en la actua-
lidad.

Palabras clave: Miisculos respiratorios. Fibras. TNF-a. Factor
de crecimiento. Toracotomia.

Analysis of Respiratory Muscle Structure and
Tumor Necrosis and Insulin-Like Growth Factor
Expression in Chronic Obstructive Pulmonary
Disease: Are Samples Valid if Obtained During
Thoracotomy Performed Because of Localized
Pulmonary Neoplasia?

OBJECTIVE: Various methods have been used to obtain
samples to study the structure of human respiratory mus-
cles and the expression of diverse substances in them. Sam-
ples are most often obtained from autopsies, from muscle
biopsies during thoracotomy performed because of a locali-
zed pulmonary lesion (TLL), and from ambulatory thora-
coscopic biopsy in patients free of comorbidity (AT). The dis-
advantage of the first 2 of these methods lies in the
possibility of interference from factors related to the pa-
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tient’s death in the first case or from the disease that neces-
sitated surgery in the second. Although AT is free from the
disadvantages of the other 2 methods, it is impossible to ob-
tain samples of the diaphragm -the principal respiratory
muscle— with this procedure. The objective of this study was
to analyze the fibrous structure of the external intercostal
muscle of patients with chronic obstructive pulmonary dise-
ase and to quantify the expression of the principal inflam-
matory cytokine —tumor necrosis factor alpha (TNF-o)- and
of insulin-like growth factor (IGF-1) in the same muscle,
comparing the results obtained with TLL and AT samples.

METHODS: Prospective and consecutive samples were ta-
ken of the external intercostal muscle (fifth space, anterior
axillary line) in 15 patients with chronic obstructive pulmo-
nary disease (mean [SD] age 66 [6] years; forced expiratory
volume in 1 second 49% [9%] of predicted; PaO2 75 [9] mm
Hg). Samples were taken during TLL (8 patients, all with
pulmonary neoplasms but carefully selected in order to rule
out systemic effects) or TA (7 patients). Patients with serious
comorbidity were excluded from the second group. Samples
were processed for structural analysis of fibers (immunohis-
tochemical and enzymatic histochemical) and genetic expres-
sion of TNF-o. and IGF-1 (real-time polymerase chain reac-
tion).

REesuLTs: No differences in the structure of fibers were
found between the 2 groups. No differences were observed
in the expression of TNF-o or IGF-1.

Concrusions: Using rigorous criteria, the TLL method
appears to be suitable for studying the structural character-
istics and expression of inflammatory cytokines and growth
factors in the external intercostal muscle. Moreover, it can
also be inferred that TLL is probably also useful for obtai-
ning samples of the diaphragm, a muscle which cannot cu-
rrently be sampled by any alternative method.

Key words: Respiratory muscles. Fibers. TNF-o. Growth factor.
Thoracotomy.

Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
es una entidad de elevada prevalencia, que ocasiona un
elevado gasto sanitario!. Funcionalmente se caracteriza
por la presencia de obstruccién no reversible al flujo aé-
reo e insuflacién pulmonar®. Esta segunda ocasiona
cambios en la geometria del térax, cuya principal con-
secuencia es la elongacion de los musculos intercostales
y el acortamiento del diafragma. Los musculos se alejan
asi de su longitud 6ptima de contraccién y ven reducida
su capacidad funcional®. A esto se afiade que deben tra-
bajar ante cargas elevadas, y en presencia de deterioro
en las relaciones de ventilacién/perfusién pulmonares,
lo que contribuye al desequilibrio entre ofertas y de-
mandas de oxigeno y nutrientes al misculo. Sin embar-
go, a pesar de los efectos perjudiciales de factores
“externos” al propio musculo respiratorio, estudios es-
tructurales han permitido definir la presencia de adapta-
cién “intrinseca” de éste*”. Estos cambios se acompa-
fian de una mayor capacidad de desarrollar fuerza® vy,
probablemente, una mayor resistencia en sus fibras. Por
otro lado, los musculos de los pacientes con EPOC pa-
recen hallarse sometidos a otras influencias nocivas,
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como el estrés oxidativo’ o la inflamacién®. Aunque los
modelos animales de exposicion al tabaco o de enfise-
ma por agresion fisica o quimica permiten emular algu-
nas de las circunstancias presentes en la enfermedad,
probablemente sean incompletos respecto al tiempo de
exposicion y coexistencia de factores que si estdn pre-
sentes en los pacientes con EPOC. Todo lo mencionado
hace que sea esencial poder estudiar la estructura y el
metabolismo de los musculos respiratorios en seres hu-
manos que presentan la enfermedad. Para ello, pueden
obtenerse muestras musculares utilizando diversos mo-
delos. En primer lugar, la toma de tejido en autopsias’.
Sin embargo, este modelo no permite controlar los nu-
merosos factores asociados a la muerte. En segundo lu-
gar, la toma de muestras durante la cirugia de reduccién
de volumen pulmonar®, modelo que por razones éticas
se ha visto radicalmente reducido en los ultimos afios!”
y que s6lo permite disponer de muestras de pacientes
con enfermedad grave. En tercer lugar, la obtencién de
muestras en el curso de una toracotomia por lesién lo-
calizada (TLL)>'12, Aqui el problema radica en la pro-
bable interferencia de factores asociados a la enferme-
dad de base, casi siempre una neoplasia. En cuarto
lugar, la toma de biopsias durante laparotomia alta'’.
Lamentablemente, este tipo de intervencién ha visto re-
ducidas sus indicaciones de forma radical con el adve-
nimiento de la cirugia por laparoscopia. Por todo ello,
hace unos afios se planted la obtencién de muestras de
musculos respiratorios de la caja toracica —la llamada
toracotomia ambulatoria (TA)—, en pacientes en régi-
men ambulatorio, que pueden ser cuidadosamente se-
leccionados en cada caso segin el disefio del estudio'®.
Sin embargo, este modelo presenta un problema impor-
tante, ya que no permite obtener muestras del principal
musculo respiratorio, el diafragma. La TLL ha sido el
modelo de mas amplia utilizacién, y probablemente sea
adecuado para estudios morfométricos. Sin embargo,
existe la duda razonable de que la enfermedad de base,
que, como ya se ha mencionado, suele ser una neopla-
sia, pueda modificar el microambiente celular respecto
de acontecimientos como la expresion de sustancias con
actividad inflamatoria o factores de crecimiento. Tanto
el modelo TLL como el TA (que permite excluir toda
comorbilidad) tienen en comtn la posibilidad de obte-
ner muestras del musculo intercostal externo. El presen-
te estudio tiene como objetivo comparar las caracteristi-
cas fibrilares y de expresion genética de la principal
citocina inflamatoria, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0), y el principal factor de crecimiento muscular,
el llamado insulina-/ike (IGF-1), en muestras de muscu-
lo intercostal externo obtenidas con ambos modelos.

Métodos

Poblacion

Se incluyé en el estudio a un total de 15 pacientes con
EPOC': 8 diagnosticados de neoplasia pulmonar localizada y
pendientes de toracotomia terapéutica, y 7 controles. Estos ul-
timos eran pacientes con similar grado de afectacion funcio-
nal, pero sin comorbilidad, y se les reclut6 a partir de la con-
sulta externa de neumologia de nuestro hospital. Todos los
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sujetos mantenian un grado aceptable de actividad fisica, sin
que en ningun caso desarrollaran actividades adicionales es-
pecificas, como asistencia regular a un gimnasio o programas
de rehabilitacion respiratoria. Ademas, se hallaban en fase es-
table, con ausencia de descompensaciones en los 3 meses an-
teriores a su inclusién en el estudio. Con el fin de evitar ses-
gos debidos a factores de tipo hormonal, sélo se incluyé a
pacientes varones en ambos grupos. Para evitar otras causas
potenciales de sesgo, se excluyé a los sujetos con asma bron-
quial, enfermedades neuromusculares, endocrinolégicas o
cardiovasculares, insuficiencia respiratoria crénica (presion
arterial de oxigeno menor de 60 mmHg en fase estable), des-
nutriciéon importante (indice de masa corporal menor de 20
kg/m? y/o proteinas séricas totales inferiores a 6,5 g/dl), eno-
lismo (ingesta de alcohol superior a 80 g/dia) o tratamientos
con farmacos que potencialmente pudieran afectar la estruc-
tura o funcién musculares (fundamentalmente esteroides o
betaagonistas sistémicos, esteroides inhalados a altas dosis,
teofilina, antagonistas del calcio y diuréticos). El protocolo,
disefiado para cumplir con la declaracion de Helsinki para es-
tudios en seres humanos, fue aprobado por el Comité de Etica
y Ensayos Clinicos de nuestro centro. Todos los sujetos fir-
maron el correspondiente consentimiento informado, tras re-
cibir amplia informacién sobre los propédsitos del estudio y
eventuales riesgos de las técnicas a utilizar.

Diseiio

Estudio transversal, con estudio funcional y de las caracte-
risticas musculares, llevado a cabo durante un periodo de 2
anos.

El primer dia, se interrogd y examiné a los candidatos de
ambos grupos, tras lo cual se procedi6 a la evaluacién nutricio-
nal y antropométrica para su inclusion definitiva en el estudio.
Posteriormente se procedid a la evaluacién de su funcién pul-
monar convencional y fuerza de los musculos respiratorios.

Aproximadamente 5 dfas mads tarde, se les realiz6 la biop-
sia, bien en el quir6fano de cirugia toracica (modelo de tora-
cotomia) o en nuestro laboratorio (modelo ambulatorio).

Con posterioridad se procesaron las muestras musculares de
forma simultdnea.

Técnicas

1. Evaluacion de la funcion pulmonar convencional y de la
funcion de los miisculos respiratorios. A los pacientes se les
practico una espirometria forzada con prueba broncodilatado-
ra (Datospir 92, Sibel, Barcelona), para posteriormente deter-
minar los volimenes pulmonares estaticos y resistencia de la
via aérea mediante pletismografia corporal (Masterlab, Jaeg-
ger, Wiirzburg, Alemania). La transferencia del monéxido de
carbono se evalué con un medidor de gases incorporado al
mismo equipo, y se obtuvo ademds una muestra de sangre ar-
terial para determinacién de gases respiratorios (analizador
ABL 330, Radiometer, Copenhague, Dinamarca). También se
evalué la fuerza de los musculos respiratorios, mediante la de-
terminacion de las presiones inspiratoria y espiratoria maxi-
mas en la boca. Para ello se utiliz6 un manémetro con pieza
bucal ocluible (Sibelmed-163, Sibel, Barcelona). Ambas pre-
siones mdximas se determinaron durante una maniobra estati-
ca, ejecutada desde volumen residual para la presioén inspira-
toria mdxima, y desde capacidad pulmonar total para la
presion espiratoria maxima. Para la espirometria, los valores
pletismograficos, de transferencia y de presiones respiratorias
se emplearon valores de referencia publicados para poblacién
caucdsica mediterranea'®".

2. Biopsia muscular. Modelo TLL. Se someti6 a los pacien-
tes a toracotomia bajo anestesia general. Tras la diseccion de
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los planos superficiales de la pared en el quinto espacio inter-
costal del lado de la lesidn, se procedid a la toma de la mues-
tra del musculo intercostal externo, utilizando para ello tijeras
de diseccion. A continuacidn se prosiguié con la intervenciéon
quirdrgica, con apertura de la cavidad pleural y subsiguiente
colapso pulmonar.

— Modelo TA. Tras administracion local de anestesia (lido-
caina al 5%), se tomaron muestras del musculo intercostal ex-
terno, también en el quinto espacio intercostal, linea axilar an-
terior, segin la técnica anteriormente descrita por nuestro
grupo™. En cada caso se escogi6 el hemitérax a intervenir de
forma aleatorizada. La técnica de obtencién de la muestra se
inicid con incision cutdnea y diseccién por planos hasta loca-
lizar el musculo. A continuacion se instilaron unas gotas de li-
docaina al 2%, tras lo cual se procedié a la toma de muestra
con tijeras de diseccién.

El tamafio de las biopsias fue de aproximadamente 5 X 5 X
5 mm, y se procedi6 en el mismo lugar de obtencién a su divi-
si6n en 3 partes. La primera de ellas se transfirié a un criovial,
se congeld en nitrégeno liquido y se almacené a —80 °C hasta
su utilizacién en el andlisis de la expresion de TNF-o. e IGF-
1. La segunda parte fue embebida en OCT, congelada en iso-
pentano enfriado en nitrégeno liquido y posteriormente corta-
da en micrétomo (Cry-cut 2800N, Reichert-Jung, Nusslock,
Alemania) en cortes de 6 um de espesor, adherida a un porta-
objetos mediante gelatina alumbre Cr, y utilizada en la técnica
de histoquimica enzimatica. La tercera fue sumergida en for-
maldehido, incluida en parafina, cortada en micrétomo en
secciones de 3 um, montada en un portaobjetos pretratado con
3-amino-propiltrietoxisilano y empleada en la técnica de in-
munohistoquimica.

Andlisis de los porcentajes y tamarios
fibrilares

Se realizé mediante las técnicas de inmunohistoquimica e
histoquimica enzimatica, con posterior analisis morfométrico.
Para la primera, las muestras se tifieron con hematoxilina para
confirmar la correcta orientacion fibrilar y valorar las caracte-
risticas generales del musculo. Posteriormente se utilizaron
anticuerpos monoclonales contra las isoformas I y II de las
cadenas pesadas de miosina (MyHC) (Biogenesis, New
Fields, Poole, Reino Unido). La unién antigeno-anticuerpo se
detectd con el método tradicional de avidina-biotina-inmu-
noperoxidasa. Se obtuvieron los correspondientes controles
negativos por omisién del primer anticuerpo. Realizado el
marcaje de los tipos celulares, se procedié al andlisis morfo-
métrico, realizado en un microscopio 6ptico (Olympus, Series
BXS50F3, Olympus Optical Co., Hamburgo, Alemania), conec-
tado a un sistema de digitalizacién de imagen (Visual Commu-
nication Suite, Pixera Studio versién 2.0, Pixera Corporation,
Los Gatos, CA, EE.UU.). Los porcentajes de los diferentes ti-
pos celulares y la evaluacién del tamafio fibrilar se realizaron
en al menos 100 fibras por muestra, utilizando un programa de
acceso libre de los National Institutes of Health de EE.UU.
(NIH Image, version 1.60, Bethesda, MAR, EE.UU.).

Para la histoquimica enzimdtica (técnica de ATPasas), se
procedié a la incubacién en solucién de 0,1 M de veronal s6-
dico, 0,10 M de cloruro calcico y agua destilada, durante 15
min y a temperatura ambiente. La solucién se ajust a 3 pH
diferentes (9,4, 4,6 y 4,2). Posteriormente, las muestras se in-
cubaron durante 45 min en una solucién similar a la inicial,
pero con sal disédica de ATP, y también ajustada en sus pH.
Mis tarde, se procedié al lavado sucesivo en cloruro cdlcico,
cloruro de cobalto, veronal sédico, agua destilada, sulfuro
amonico y, nuevamente, agua destilada. Se procedi6 entonces
a la deshidratacién con concentraciones progresivas de alco-
hol y a un baiio final con xilol.
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Andlisis de la expresion de los genes de TNF-a e IGF-1
en el misculo

Se realizé mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa en su variedad de “tiempo real”. Para ello se pro-
cedié a la extraccion del 4acido ribonucleico (ARN), retro-
transcripcion y posterior reaccion en cadena de la polimerasa.

La extraccién de ARN se efectué mediante la técnica de
TRIzol (Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU.). De
forma breve, de 15 a 50 mg de tejido se homogeneizaron en 1
ml de TRIzol, posteriormente se afiadieron 200 pl de clorofor-
mo y se agit6 la muestra de forma vigorosa durante 15 s, tras
lo cual se incubd a temperatura ambiente durante 10 min. A
continuacién, las muestras se centrifugaron a 12.000 g duran-
te 15 min y a 4 °C, y se transfirieron 400 pl del sobrenadante
acuoso a un nuevo tubo. Posteriormente, se precipité el ARN
mediante la adicién de isopropranol y la muestra resultante se
incubd a temperatura ambiente durante 10 min. Se procedid
entonces a una nueva centrifugacién a 12.000 g y 4 °C. El
ARN resultante fue lavado con etanol al 70% y secado me-
diante aire, para ser resuspendido en agua libre de ARNasas.
A continuacién se determiné el ARN de la muestra por espec-
trofotometria, y ésta se almacend a —80 °C hasta la realizacién
de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa.

Para la sintesis del ADNc se transcribi6 inversamente 1 g
de ARN total en una reaccién de 10 pl, usando un cebador oli-
2o(dT)!>'® y transcriptasa inversa (Superscript II, Invitrogen,
Life Technologies). Tras la fase de anillado durante 10 min a
70 °C, se realizd la transcripcién inversa a 42 °C durante 50
min. El proceso fue interrumpido y la temperatura subid a
70 °C durante 10 min. Todo el proceso se realizé con el siste-
ma GeneAmp PCR (Perkin Elmer, Richmond, VA, EE.UU.).

La amplificacién se realiz6 en alicuotas de 1/50 del ADNc
resultante en la fase anterior, con un detector de secuencia
(ABI PRISM 7900HT, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EE.UU.). La expresién de TNF-a e IGF-1 se cuantific6 con 2
ensayos prerrevelados (Tagman Assays-on-Demand Gene Ex-
pression Products, Applied Biosystems). Se escogieron los
cebadores en 2 axones diferentes para cada gen con el objeti-
vo de evitar la contaminacién con ADN genémico y se mar-
caron con FAM (6-carboxifluoresceina) en la terminacién 5’
y con TAMRA (6-carboxitetrametil-rodamina) en la termina-
cién 3’. El ADNc de la beta-actina se utiliz6 como control in-
terno para normalizar las diferencias en la cantidad de ADNc
total en cada muestra. Estas se analizaron por triplicado en
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una placa de 384 pocillos (Applied Biosystems). Las reaccio-
nes se realizaron con 1 ul de ADNc, 10 pl 2 x de la mezcla
maestra TagMan, 900 nM de cada uno de los cebadores y 250
nM de la sonda fluorescente. La mezcla se incubé a 50 °C du-
rante 2 min para la descontaminacién con AmpErasa uracil-
N-glucosilasa. A continuacion, se activé la ADN-polimerasa
AmpliTAq Gold mediante un aumento de temperatura a
95 °C durante 10 min. Finalmente se realizaron 50 ciclos de
amplificacién, consistentes en la desnaturalizacién a 95 °C
durante 15 s y anillado-extensién a 60 °C durante 1 min. Los
resultados se procesaron con un programa especifico (Se-
quence Detector Sotware 2.1, Applied Biosystems). Cada
gen-problema se comparé con el ADNc de calibracién. Los
valores promedio de cada gen-problema se normalizaron res-
pecto a la referencia enddgena (beta-actina) en ciclo umbral
(CT, threshold cycle), obteniéndose el valor de ACT. A este
valor se le sustrajo el ACT del ADNc de calibracién y se ob-
tuvo el valor de AACT. El ndmero de copias para cada ADNc
se calcul6 con la expresion 2—(AACT). Se utilizaron los valo-
res medios resultantes en cada caso, aunque s6lo se aceptaron
para el calculo resultados con diferencias inferiores al 5%.

Andlisis estadistico

Las variables se muestran como media + desviacién tipica.
Las diferencias entre ambos grupos se han analizado mediante
la prueba no paramétrica de la U de Mann-Whitney, mientras
que las eventuales correlaciones entre diferentes variables se
han evaluado con el coeficiente de Spearman. En todos los
casos se ha establecido el nivel de significacién en valores de
p inferiores a 0,05.

Resultados

Las caracteristicas generales de los pacientes inclui-
dos en ambos grupos aparecen en la tabla I. Fundamental-
mente se trataba de sujetos con correcto estado nutricional,
pero afectacion pulmonar moderada-grave, caracterizada
por importante obstruccién al flujo aéreo e insuflacién
pulmonar, moderada afectacién del intercambio de ga-
ses y reducida fuerza muscular respiratoria.

Las caracteristicas fibrilares del musculo intercostal
externo fueron similares en ambos grupos de pacientes
(figs. 1 y 2), con discreto predominio de las fibras de tipo

Fig. 1. Cortes transversales de prepara-
ciones musculares de muestras obtenidas
por los modelos de toracotomia por lesién
localizada (TLL) y toracotomia ambula-
toria (TA). A: técnica de inmunohistoqui-
mica, con identificacion de anticuerpos
contra la isoforma I de las cadenas pesa-
das de miosina. B: técnica de ATPasas
(histoquimica enzimatica).
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Fibras tipo | (MyHC-I, %) Fibras tipo | (ATPasas, %)

75 75
NS NS
50 L 504 T
25 - 25
0 0
TLL TA TLL TA

B CSA fibras tipo | CSA fibras tipo Il
(parafina , um?) (parafina , um?)
3.000 3.000
NS NS
2.000+ 2.000+
1,000 1.000-
0 0
TLL TA TLL TA

Fig. 2. A: porcentajes de fibras oxidativas obtenidas por las técnicas de inmunohistoquimica e histoquimica enzimatica en misculos procedentes de los 2
modelos incluidos en el estudio (anticuerpos monoclonales contra la isoforma I de las cadenas pesadas de miosina 0 MyHC y ATPasas). B: tamaifios celu-
lares fibrilares en las muestras incluidas en parafina. CSA: area de seccién transversal. NS: no significativo; TA: toracotomia ambulatoria; TLL: toraco-

tomia por lesion localizada.

TABLA I
Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
TLL TA

N.° de pacientes 8 7
Edad (afios) 68+5 64+ 6
Peso (kg) 74 + 11 79+7
IMC (kg/m?) 25+3 27+3
FEV, (ml) 1.575 £ 416 1.671 £ 375
FEV, (% ref.) 47+9 50+ 10
FEV /FVC (%) 61+13 66+9

RV/TLC (%) 5+7 55+6
DLCO (% ref.) 74 £ 15 70+ 19
PIM (% ref.) 62+ 12 65+ 14
PEM (% ref.) 74+ 13 7116
Pa0, 73+7 77+ 11
PaCO, 372444 392+19

En ninguna de las variables se detectaron diferencias significativas entre ambos
grupos. DLCO: transferencia de CO; FEV,: volumen espiratorio forzado en el
primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; IMC: indice de masa corporal;
PaCO,: presién parcial de anhidrido carbénico en sangre arterial; PaO,: presion
parcial de oxigeno en sangre arterial; PEM: presion espiratoria maxima en boca;
PIM: presién inspiratoria médxima en boca; RV: volumen residual; TA: toracoto-
mia ambulatoria; TLC: capacidad pulmonar total; TLL: toracotomia por lesién
localizada.

oxidativo en las 2 técnicas de tipificacion utilizadas (inmu-
nohistoquimica y ATPasas). En cuanto al tamafio, tampoco
mostré diferencias entre los intercostales obtenidos por uno
u otro procedimiento (TLL y TA), manteniendo en ambos
casos dreas de seccion que pueden considerarse dentro de la
normalidad. Debe sefialarse aqui que las dreas referidas se
han determinado en muestras incluidas en parafina. Estas
son algo menores que las que pueden obtenerse en mues-
tras congeladas y embebidas en OCT, debido al resultado
final de factores contrapuestos e inherentes a ambas técni-
cas; en concreto, cierta deshidratacion en las primeras y la
presencia frecuente de artefactos de congelacién en las se-
gundas. En general, y con un procesamiento correcto en
ambas, la segunda tiene un coeficiente de correccién que
(en nuestro laboratorio) oscila entre 1,3 y 1,6.
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ARNm TNF-c. (ua) ARNm IGF-1 (ua)

30 90
NS NS
20 60
10 30
0 0
TLL TA TLL TA

Fig. 3. Valores correspondientes a la expresion de los genes del factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-o) y factor de crecimiento muscular insulina-like
(IGF-1) en las muestras de misculo intercostal externo obtenidas por tora-
cotomia por lesion localizada (TLL) y toracotomia ambulatoria (TA) en pa-
cientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica. NS: no significativo;
ua: unidades arbitrarias.

En cuanto a la expresion de los genes del TNF-a y el
IGF-1, también fue similar en ambos grupos de pacien-
tes (fig. 3), sin que se apreciaran correlaciones de inte-
rés con los hallazgos estructurales.

Dadas las caracteristicas de relativa homogeneidad
funcional y nutricional en las poblaciones estudiadas,
no se hallaron correlaciones significativas de interés en-
tre ese tipo de variables y las caracteristicas estructura-
les o de expresion en el musculo.

Discusién
Este trabajo refuerza el uso del modelo de TLL para

la obtencién y evaluacién de muestras musculares respi-
ratorias en pacientes con EPOC. Al hecho esperable de
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que, tras un cuidadoso proceso de seleccién, la enfer-
medad de base no afecte el fenotipo fibrilar, se afiade la
ausencia de efectos detectables en la expresion local de
TNF-a e IGF-1. Esto hace pensar que las muestras ob-
tenidas con el modelo TLL pueden ser tan ttiles como
las conseguidas por TA en el estudio de procesos como
la expresion local de citocinas o de factores de creci-
miento en los musculos respiratorios. Ademds, la falta
de diferencias observada entre los intercostales obteni-
dos con una u otra técnica permite aventurar la probable
validez de los estudios realizados en muestras de dia-
fragma, previamente obtenidas por TLL.

Es conocido que los musculos respiratorios de los pa-
cientes con EPOC son capaces de desarrollar mayor
fuerza incluso que los de sujetos sanos, cuando los se-
gundos se hallan a volimenes pulmonares similares a
los que padecen los primeros®. Esto indujo a pensar en
la existencia de adaptaciones, estructurales y metabdli-
cas, en los musculos respiratorios de los pacientes con
EPOC. Adaptaciones que contrarrestarian en parte los
efectos perjudiciales del aumento de cargas, los cam-
bios en la geometria muscular (con alejamiento de la
longitud 6ptima de contraccién) y el eventual desequili-
brio entre aporte y demanda de nutrientes al miisculo.

Sin embargo, la toma de muestras de los musculos
respiratorios, susceptibles de estudios estructurales o de
expresion proteica, choca con una serie de dificultades
inherentes a los modelos a utilizar. En primer lugar, y
como se ha mencionado en la introduccidn, se utilizo el
modelo de toma de muestras en caddveres®. Este mo-
delo se ha ido abandonando progresivamente pues, aun-
que puede ser ttil para estudios de propiedades muy
estdticas (p. ej., los porcentajes fibrilares), no permite
evaluar numerosos procesos, susceptibles de cambios
ante factores que pueden acompafiar a la muerte biold-
gica. Tampoco es posible definir con certeza en la ma-
yoria de los casos si el paciente presentaba o no una
EPOC y el grado de afectacion funcional previo al falle-
cimiento. Ademds, no siempre es posible descartar o co-
nocer con precision la eventual comorbilidad. Un mode-
lo alternativo a la necropsia es la obtencién de muestras
en el curso de toracotomia por lesion pulmonar locali-
zada. Este es el modelo que se ha empleado con més
frecuencia>!!"'22"2 y tiene indudables ventajas. Por un
lado, permite la obtencién de cualquier musculo respi-
ratorio que se desee estudiar. Por otro, se puede disponer
de un diagnéstico preciso de la enfermedad pulmonar,
incluidos la funcién y el estado del parénquima. Ade-
mads, la TLL permite disponer de musculos respiratorios
de sujetos con funcién pulmonar normal. Sin embargo,
también presenta limitaciones. La mds importante, la
derivada de la presencia de comorbilidad no susceptible
de exclusién, y que deriva de la enfermedad que motivo
la indicacién quirtirgica, enfermedad que casi siempre
es de tipo neopldsico. Aunque una cuidadosa seleccién
de los pacientes permite descartar razonablemente la
afeccién nutricional o paraneopldsica, no las excluye
totalmente. Ademads, muchos pacientes susceptibles de
TLL y con funcién pulmonar todavia en los limites am-
plios de lo que consideramos normalidad han sido fuma-
dores (de ahi su neoplasia pulmonar), por lo que su con-
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sideracion de “controles” es desde una dptica puramente
de mecdnica pulmonar. Es decir, es posible que presen-
ten ya alteraciones tempranas en sus musculos, asocia-
das al hébito tabaquico y/o a estadios iniciales de la en-
fermedad, cuando aun no se han modificado de forma
sustancial las variables funcionales pulmonares.

El siguiente modelo propuesto fue el de biopsia mus-
cular durante la toracotomia para reduccién de volumen
pulmonar*. Este modelo puede ser de utilidad en mu-
chos casos, al permitir la exclusién de comorbilidad im-
portante. Ademds, puede permitir el estudio logitudinal
de los efectos de la propia intervencion sobre la estruc-
tura de los musculos de la caja tordcica, mediante una
segunda biopsia transcurrido un tiempo desde la ciru-
gia. Sin embargo, presenta 3 problemas fundamentales.
Por un lado, no permite disponer de sujetos con funcién
pulmonar normal o afectacién leve o moderada, lo que
impide disponer de grupo control y estudiar la progre-
sién de afectaciones musculares en los diversos grados
de la enfermedad. Ademads, en la mayoria de centros los
pacientes son sometidos a programas de rehabilitacién
previos a la cirugia, lo que distorsiona probablemente
muchos de los hallazgos ligados al condicionamiento o
desacondicionamiento muscular. Asi se ha visto que la
rehabilitacién respiratoria, y en concreto el entrena-
miento de los musculos ventilatorios, induce cambios
en sus propiedades fibrilares y en la expresion de citoci-
nas inflamatorias?*. Ademads, tras un andlisis detallado
de los resultados de la cirugia de reduccién pulmonar!®,
la mayoria de programas se han reducido dristicamente,
lo que dificulta la obtencién de muestras al tiempo que
abre importantes interrogantes éticos.

También se ha propuesto, aunque tUnicamente en el
plano tedrico, la obtencién de muestras en pacientes con
EPOC grave sometidos a trasplante pulmonar. Sin em-
bargo, es facil descartar este modelo por las importantes
implicaciones de sesgo que comporta el tratamiento in-
munodepresor de sostén.

Las limitaciones mencionadas nos indujeron hace
unos afos al desarrollo de un nuevo modelo, basado en
la obtencién de muestras por laparotomia alta'. Tras el
desarrollo de una técnica quirdrgica que superara el
principal problema técnico®, la provocacién de un neu-
motorax iatrégeno, este método se presentd como pro-
metedor, al permitir descartar la presencia de comorbili-
dad importante. Sin embargo, en la prictica se ha
mostrado menos efectivo, al haber disminuido dréstica-
mente las indicaciones de la propia laparotomia. Esto es
debido a su creciente sustitucion por la cirugia laparos-
copica, de riesgos menores y costes reducidos. En reali-
dad, la laparotomia ha quedado practicamente restringi-
da a las intervenciones de urgencia y cirugia de las
neoplasias. En el primer caso, las frecuentes circunstan-
cias de hemorragia o perforacién hacen dificil la obten-
cién de muestras, y aun disponiendo de ellas es discuti-
ble considerarlas vélidas. En el segundo caso, vuelve a
aparecer el problema de comorbilidad importante por la
enfermedad de base.

A partir de estas premisas, nuestro grupo desarrolld
también un modelo para la obtencién de muestras en
pacientes que pudieran ser previamente seleccionados
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segun el disefio ideal del estudio!*?. Este modelo, la TA,
es minimamente invasivo, puede realizarse en pacientes
en régimen ambulatorio y permite obtener muestras de
diferentes musculos respiratorios, como los intercosta-
les o el oblicuo externo. Ademads, se pueden realizar es-
tudios de intervencion, con tomas repetidas de muestras
en el mismo sujeto?, al haberse demostrado la identidad
fenotipica entre los lados dominante y no dominante del
térax a ese nivel'*. Tiene, sin embargo, un problema im-
portante, ya que no es posible acceder al principal mus-
culo respiratorio, que es el diafragma.

Tras este andlisis parece obvio que el modelo maés
adecuado para la obtencién de cualquier musculo respi-
ratorio, incluido el diafragma, serfa el de TLL. Queda
sin embargo en el aire la duda de si, con una cuidadosa
seleccién de pacientes para excluir factores de interfe-
rencia, este modelo es efectivamente valido para descri-
bir los cambios que se producen en los musculos en el
curso de la EPOC. Esto es de especial interés en la ac-
tualidad, cuando las caracteristicas fenotipicas de los
miusculos respiratorios en esa enfermedad parecen ya
bien definidas y el objetivo estd mds centrado en el es-
tudio de otras propiedades como la presencia de estrés
oxidativo”?”%, la expresién local de citocinas®, la apop-
tosis?® o la expresion de factores de crecimiento®. Un
posible abordaje de esta pregunta es el andlisis de algu-
nos de estos factores en muestras de un musculo sus-
ceptible de biopsia tanto con el modelo TLL como con
aquel que permite la exclusion de toda comorbilidad, es
decir, el TA. Este es el caso del intercostal externo,
miusculo respiratorio que, aunque no es el principal, de-
sempefla un papel relevante en la respiracién, sobre
todo cuando aumentan las cargas o las necesidades del
sistema’®-*, Si existe una discrepancia en el fenotipo fi-
brilar entre los modelos de TLL y TA, deberdn ponerse
en cuestion algunos de los resultados ya publicados y
considerados ciertos. Si la discrepancia afecta a la ex-
presion de citocinas o factores de crecimiento, deberdn
buscarse nuevos modelos de obtencién de muestras si se
quiere definir cudl es la situacion en los pacientes con
EPOC, o bien realizar inferencias a partir de modelos
animales de esta enfermedad. Si por el contrario los re-
sultados son similares con ambos métodos, quedardn
confirmados los hallazgos realizados con el modelo de
TLL sobre el fenotipo fibrilar de los miisculos respira-
torios y podran plantearse ademds estudios futuros so-
bre otros fenémenos como los antes mencionados. Ade-
mas, y de forma indirecta (ya que no es el musculo
analizado aqui), quedara reforzado el uso de diafragmas
obtenidos por TLL en dicho tipo de estudios.

Nuestros resultados, muy similares con ambos mo-
delos, permiten afirmar que podemos fiarnos de los re-
sultados de estudios estructurales obtenidos en muscu-
los procedentes de TLL. Ademds, aunque deberia
ampliarse el nimero de sustancias analizadas en estu-
dios posteriores, probablemente también sean validos
en lo que hace referencia a expresiéon de citocinas y
factores de crecimiento. Como se ha hipotetizado an-
tes, esto seria védlido no sélo para el propio musculo in-
tercostal externo, sino muy probablemente también
para el diafragma, ya que parece demostrarse la poca
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influencia que la enfermedad de base tendria en las ca-
racteristicas musculares.

Las propiedades estructurales de las fibras son el
principal factor que influye en las propiedades estructu-
rales del miusculo. Asf, las fibras de contraccidn rdpida
y metabolismo anaerobio, fibras tipo II que expresan
predominantemente MyHC-II, son capaces de producir
fuertes contracciones durante un periodo limitado*4. Por
el contrario, las fibras de contraccion lenta y metabolis-
mo principalmente aerobio, fibras tipo I con predominio
de MyHC-I, son mds resistentes a la fatiga pero su po-
tencia contractil es menor**. El tamafio fibrilar también
influye de forma directa en la fuerza de contraccién. De
forma genérica podriamos decir que un musculo con fi-
bras mayores (sobre todo si son las de tipo II) y con ma-
yor proporcién de fibras tipo II desarrollard mas fuerza
contrdctil*.

El TNF-a es una citocina proinflamatoria con accio-
nes miultiples. Por un lado, promueve activamente la
respuesta inmunitaria y antitumoral, puede inducir an-
giogénesis y contribuye a la proliferacién y migracién
celulares en condiciones adecuadas®. Por otro, su incre-
mento puede provocar efectos deletéreos como la dis-
minucioén en la sintesis de proteinas estructurales (p. €j.,
las propias MyHC), el aumento del catabolismo, la in-
duccién de apoptosis o la inhibicién directa de la con-
tractilidad muscular®®. Ademds, el TNF-o se halla inti-
mamente ligado a la presencia de estrés oxidativo y
nitrosativo, ambos presentes en los misculos de pacien-
tes con EPOC’. Esta citocina puede en realidad actuar
como un factor sistémico (efecto endocrino), sintetizada
por diversas células del sistema inmunitario o por la
grasa corporal, o también como un factor de actuacién
local (efectos paracrino y autocrino), al ser sintetizada
por el propio misculo”. El TNF-a ha sido implicado en
la pérdida de masa y funcién muscular que acompaia a
diversos procesos, entre los que se encuentran el enveje-
cimiento, la sepsis, la EPOC y el céncer. Un factor fun-
damental en su expresién en el musculo seria el grado
de actividad precedente. Asi, recientemente hemos de-
mostrado que el envejecimiento, ligado a un aumento
sostenido de actividad por cambios en las propiedades
mecdnicas del sistema respiratorio, produce la infraex-
presion de este factor en los musculos ventilatorios de
personas mayores®. Por el contrario, el ejercicio vigo-
roso provocaria la sobreexpresion local de TNF-o, aun
en individuos sanos®. El tema es todavia objeto de dis-
cusion, ya que otros autores no han podido observar di-
cho incremento ni en sujetos sanos ni en pacientes con
EPOC tras ejercicios de intensidad moderada, al menos
en los musculos de las extremidades®. Probablemente,
estas discrepancias se deban a la situacién previa del
musculo (entrenado frente a desacondicionado), o a la
intensidad del ejercicio.

El IGF-1 es probablemente el principal factor de cre-
cimiento muscular, y se ha involucrado tanto en fenéme-
nos de reparacién como de crecimiento®. Como en el
caso del TNF-o., sus acciones pueden ser de tipo endo-
crino (fundamentalmente debidas al IGF-1 sintetizado
en el higado y distribuido por todo el organismo) o bien
autocrino-paracrino, que serian las que ejerce el IGF-1
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sintetizado en el propio musculo®. De este dltimo exis-
ten en realidad 2 isoformas, muy similares estructural-
mente, pero con regulacién diferenciada: el IGF-1 cla-
sico (llamado IGF-IEa), con acciones similares al sisté-
mico, y el denominado factor de crecimiento mecédnico
(MGF o IGF-IEc)*. Este tltimo parece clave en la acti-
vacion de genes ligados a las proteinas estructurales en
respuesta al estimulo mecédnico, mientras que el cldsico
responderia mds a sefiales de tipo quimico. El IGF-1 y el
TNF-a se hallan ademas relacionados (cross-talk), pues
el primero parece inhibir la activacién del factor nuclear
kB, inducido a su vez por el segundo*’.

En los 3 casos —estructura fibrilar, expresion de
TNF-a y expresiéon de IGF-1- los modelos de TLL y
TA se han mostrado como superponibles en el presente
estudio en cuanto al musculo intercostal externo.

El presente trabajo presenta 2 limitaciones relativas.
La primera estd relacionada con el nimero de sustan-
cias cuya expresion se ha analizado. Este es ciertamente
reducido. Aunque el nimero de sustancias potencial-
mente susceptibles de andlisis es casi ilimitado, se deci-
di6 centrar el estudio en 3 aspectos: la estructura fibrilar
basica y la expresion de sendos representantes de las fa-
milias de citocinas y factores de crecimiento, en el pri-
mer caso, para verificar la bondad de la mayoria de los
datos ya recogidos por la biliografia; en el segundo y
tercero, para tener una idea de la situacién respecto a
esos tipos de sustancias, de gran interés en las investiga-
ciones que tienen lugar en la actualidad. Sin embargo, y
a pesar de nuestros resultados, parece aconsejable reali-
zar estudios de expresion mds amplios en el futuro. La
segunda limitacién es la de no haber podido estudiar
muestras del principal musculo respiratorio, el diafrag-
ma, obtenidas con el modelo TLL y con otro que permi-
tiera excluir comorbilidad. Sin embargo, las caracteris-
ticas y limitaciones de todos los modelos existentes en
la actualidad no permiten ese tipo de disefio. Por otra
parte, nuestros resultados en el musculo intercostal per-
miten inferir que, probablemente, la situacién sea simi-
lar en el diafragma, ya que los esperables efectos sisté-
micos de la enfermedad de base deberian influir de
forma paralela en ambos misculos.

Como conclusiones del presente trabajo confirmamos
la bondad del modelo de TLL para la obtencién de
muestras de musculos respiratorios, tanto para estudios
estructurales como, probablemente, para estudios de ex-
presién de citocinas inflamatorias y factores de creci-
miento.
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