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ANTECEDENTES: El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) se ha implicado en la pérdida de masa muscular en la en-
fermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) y otras en-
fermedades consumtivas. Su produccion estaria en relacion
con la inflamacion derivada de la propia enfermedad pul-
monar o el habito tabaquico, llegando al misculo por el to-
rrente sanguineo. Sin embargo, también se ha sugerido que
el TNF-a podria expresarse directamente en el tejido mus-
cular. Sea cual fuere el lugar de produccion, la relacion del
TNF-o con el dafio muscular subsiguiente no es clara.

OBJETIVO: Hemos estudiado la expresion del TNF-o y una in-
terleucina inhibidora de su produccion (IL-10) en los miisculos
respiratorios principales y en un misculo periférico del perro.

METODOS: Se han incluido nueve animales machos, adul-
tos jovenes de raza Beagle. En todos ellos se tomaron biop-
sias del diafragma (Df), del intercostal externo (IExt) y de
un musculo de las extremidades (vasto interno del cuadri-
ceps o VInt). Se analizé la expresion de los genes de TNF-a e
IL-10, a través de la determinacion de sus ARNm corres-
pondientes, utilizando la transcripcién reversa y reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR). También se evalué el
dafio sarcolémico mediante deteccion de fibronectina intra-
celular (inmunohistoquimica).

RESULTADOS: Los valores de expresion de ambas citocinas
evidenciaron una amplia dispersion interindividual. Por un
lado, la expresion de TNF-a fue minima en Df y TExt (res-
pectivamente, 0,02 + 0,03 y 0,05 £ 0,06 u.a.), con valores re-
lativamente elevados en VInt (0,14 + 0,08 u.a.). A su vez, la
IL-10 evidenciaba valores bajos en DF (0,6 + 0,5 u.a.), que
eran algo superiores en IExt (2,7 + 1,9 u.a.; p < 0,01) y VInt
(1,6 = 1,7 uv.a.). El daiio sarcolémico era minimo en los tres
musculos y se relacionaba con la expresiéon de TNF-o en el
musculo periférico (r = 0,682; p < 0,05).

CoONCLUSIONES: a) TNF-o e IL-10 parecen expresarse
constitutivamente en el miisculo esquelético canino; b) los
valores basales de expresion del TNF-o son menores en los
musculos repiratorios que en los de las extremidades mos-
trando relacion en estos ltimos con el dafio de membrana.

Palabras clave: Miisculos respiratorios. Misculos periféricos.
Citocinas.

Interleukin 10 and tumor necrosis factor alpha gene
expression in respiratory and peripheral muscles.
Relation to sarcolemmal damage

BACKGROUND: Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) has
been implicated in loss of muscle mass in chronic obstructive
pulmonary disease and other consumptive processes. TNF-ot
production would be related to inflammation arising from
pulmonary disease itself or, alternatively, from smoking, and
would be carried to the muscle through the blood stream. Ho-
wever, it has also been suggested that TNF-o. may be expres-
sed directly in muscle tissue. Regardless the site of production
of TNF-0, its relation to subsequent muscle damage is unclear.

OBJECTIVE: We studied the expression of TNF-o. and an
interleukin inhibitor of its production (IL-10) in the main
respiratory muscles and a peripheral muscle in the dog.

METHOD: Nine young, male Beagle dogs were included.
From all animals we obtained a biopsy of the diaphragm
(Dph) and external intercostal (ExtI) muscles and a leg muscle
(internal vastus of the quadriceps, IntV). TNF-o. and IL-10
gene expressions were measured through the analysis of mes-
senger RNA levels, using reverse transcription and polymera-
se chain reaction. We also assessed sarcolemmal damage using
intracellular fibronectin detection (immunohistochemistry).

REesuLTS: The expression of both cytokines showed wide in-
terindividual variability. On the one hand, TNF-o (was very
low in Dph and ExtI (0.02 + 0.03 and 0.05 + 0.06 a.u., respec-
tively), but relatively high in the IntV (0.14 + 0.08 a.u.). IL-10
expression, on the other hand was low in the Dph (0.06 + 0.05
a.u.) and slightly higher in the ExtI (2.7 + 1.9 a.u., p < 0.01)
and IntV (1.6 £ 1.7 a.u.). Sarcolemmal damage was minimal
in all three muscles and was related to TNF-o expression in
the peripheral muscle (r = 0.682, p < 0.05).

ConcLusions: 1) TNF-o and IL-10 appear to be constituti-
vely expressed within the skeletal muscle in dogs. 2) Basal
TNF-a expression is lower in respiratory muscles than in pe-
ripheral muscles. 3) The expression in the latter is related to
membrane damage.
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Introduccion

Uno de los sintomas mds prominentes que presentan
muchos pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) es una disminucién en su capacidad de
ejercicio!. Aunque tradicionalmente esta limitacién se ha
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atribuido a causas ventilatorias, cada vez existe mayor
evidencia de la implicacién de los musculos esqueléti-
cos, tanto respiratorios como de las extremidades®. Am-
bos grupos musculares se verian sometidos a las influen-
cias de factores locales (p. ej., el grado de actividad) y
generales (p. ej., las alteraciones nutricionales y la infla-
macién), que acabarfan condicionando su fenotipo®*. La
inflamacién seria fruto del propio proceso pulmonar o
del habito tabaquico, y conduciria a efectos ““a distancia”
en otros 6rganos del individuo®. Entre los mediadores in-
flamatorios que se han postulado como responsables de
los cambios estructurales musculares (p. €j., el dafio de
mebrana), se halla el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-o)*%. Esta citocina se halla aumentada en el to-
rrente sanguineo de algunos pacientes con EPOC®’. Sin
embargo, trabajos recientes sugieren que el TNF-o po-
dria estarse sintetizando también en el propio tejido
muscular®. De confirmarse esta posibilidad, probable-
mente seria mds relevante para explicar la fisiopatologia
de la disfuncién muscular en la EPOC que el menciona-
do aumento sistémico del TNF-a, ya que en general, las
citocinas tienen un efecto mds autocrino o paracrino (lo-
cal) que endocrino (a distancia). Por otra parte, el dafio
de membrana parece ser uno de los primeros eventos en
el proceso de remodelacion de los musculos esqueléticos
como respuesta a diferentes estimulos®. El objetivo de
este trabajo es triple: en primer lugar, investigar si existe
expresion constitutiva (basal) del gen del TNF-o en los
musculos respiratorios y periféricos; en segundo lugar,
estudiar la expresiéon de uno de los mayores inhibidores
del TNF-q, la interleucina 10 (IL-10), analizando su pa-
pel regulador in vivo y en situacion basal, y por dltimo
evaluar si existe relacion entre la expresion del TNF-ou y
uno de los principales marcadores de lesion celular, el
dafio de membrana.

Métodos

Poblacion

Se incluyeron en el estudio nueve perros adultos jovenes,
machos de raza Beagle. El presente protocolo fue aprobado
por los comités éticos de nuestras dos instituciones y cumplia
todas las directivas estatales y autonémicas sobre investiga-
cién en animales.

Toma de muestras musculares. Los animales fueron someti-
dos a induccién anestésica (propofol, fentanilo, atracurio y
tiopental), siendo mantenidos en fase hipndtica durante el
proceso de extraccion de las muestras.

Biopsia del diafragma costal (Df). Tras la antisepsia del abdo-
men superior, se realiz6 una laparotomia media subxifoidea.
El hemidiafragma derecho se traccioné con pinzas, y se obtu-
vo una muestra de su porcién costal por diseccién cortante.
La biopsia fue tomada en la direccién de las fibras muscula-
res. Tras la hemostasia, se procedié al cierre por planos.

Biopsia del intercostal externo (IExt). La muestra se obtuvo
de la cara anterolateral del hemitérax derecho, mediante di-
seccion cortante y sin uso de electrocoagulacién. La hemosta-
sia y cierre fueron similares a los mencionados para el Df.

Biopsia del miisculo de la extremidad (VInt). Se obtuvo de
la cara interna de la pata trasera derecha del animal. La biop-
sia se tomd con diseccion cortante del vientre de la porcién
del cuadriceps denominada vasto interno (VInt). El cierre fue
con la técnica antes citada.
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Procesamiento de las muestras musculares

Una vez obtenidas las biopsias, éstas se dividieron en dos
porciones (alicuotas). La primera se introdujo directamente en
un criovial y se congel6 en nitrégeno liquido, siendo conserva-
da a —80 °C, hasta su utilizacién en la determinacién de los
dcidos nucleicos mensajeros (ARNm) de las citocinas TNF-a
e IL-10. Dicha determinacién se realizé mediante la técnica de
transcripcion reversa (obtencion de los ADN complementarios
[ADNCc] de los mencionados ARNm) y reaccién en cadena de
la polimerasa (RT-PCR). La segunda porcién de la biopsia fue
incluida en parafina y se utilizé en el procedimiento inmu-
nohistoquimico de deteccion del dafio de membrana.

Primera porcion

La alicuota de la muestra congelada en criovial se peso, y
se procedi6 seguidamente a la extraccion de su ARN total por
el método de TRIZOL (Gibco-BRL, Paisley, Renfrewshire,
Reino Unido), y cuantificacién mediante el sistema Nucleic
Acid QuickSticks (Clontech Laboratories, Inc, California,
EE.UU.). Seguidamente, se llevé a cabo la transcripcién re-
versa. Este proceso se realiz6 a partir de 1 pg de ARN total
extraido en 10 pl de agua libre de ARNasas, utilizando la en-
zima transcriptasa reversa y un cebador de oligo dT (Pharma-
cia, Roosendaal, Paises Bajos).

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utili-
zaron 2 ul del ADNc obtenido en la retrotranscripcion. Las
diluciones utilizadas fueron de 1:5 para los ADNc correspon-
dientes a los ARNm de IL-10 y TNF-a, y 1:25 para el de
B-actina (utilizada aqui como gen control o house-keeping
gene). Los cebadores empleados fueron los siguientes:

—Para TNF-a!: 3 GCCTCAGCCTCTTCTCCT
5’ CTTGTCACTTGGGGTTCG
— Para IL-10"": 3’ TCACCTGCTCCACCGCCTTGC

5" GGGAGCCAGCCGACACCAGAG
3’ GCTTCGGGCGGAACGTGTA
5’ TTGATGTCACGCACGATCT

Este ultimo fue disefiado por los propios autores de este tra-
bajo utilizando el sofware OLIGO: DNA/RNA Primer Analy-
sis (version 4.1).

La reaccién de PCR se desarroll6 utilizando 2 pl de las dilu-
ciones de ADNc antes especificadas para todos los genes que
se iban a analizar. La mezcla incluy6é 1 mM de MgCl,; 10 mM
de Tris-CIH (pH 9,0); 50 mM de KCI; 2 mM de dNTPs (Life
Technologies®, Paisley, Francia); una unidad de Tag-polimera-
sa (Perkin-Elmer, Foster City, EE.UU.), y 12,5 pm de cebado-
res ajustados a un volumen total de reaccién de 10 pl. La PCR
se llevé a cabo en un equipo Perkin-Elmer (Cetus DNA Termal
Cycler, Foster City, EE.UU.). El procedimiento se inici6 antes
de afadir la Tag-polimerasa, con un ciclo de 3 mina 97 °C,y 5
min a 85 °C. Durante estos dltimos 5 min se agregé la enzima.
Las condiciones variaron a partir de este momento para cada
una de las sustancias analizadas. Para los ADNc de TNF-o. e
IL-10 se emplearon 35 ciclos a temperaturas de unién de 62 y
67 °C, respectivamente. Para la B-actina, se utilizaron 28 ciclos
a 54 °C. Finalizados los ciclos de la PCR, las muestras se deja-
ron 7 min mds a 72 °C para completar la reaccién de extension.

Terminada la PCR se cuantificaron las muestras mediante
electroforesis de agarosa al 2% con bromuro de etidio. En
cada una de las electroforesis se hizo migrar un patrén de re-
ferencia de pesos moleculares (GC-015-001 Hpa II-pBS-
DNA, GeneCraft, Miinster, Alemania). Finalmente, las ima-
genes se digitalizaron y cuantificaron (equipo Gel Doc 2000 y
programa Molecular Analysis, Bio-Rad). Las determinaciones
se realizaron por triplicado, y se utilizé el valor medio obteni-
do de cada muestra. Todas las correspondientes a un mismo
animal se procesaron en el mismo dia para las dos citocinas y

— Para B-actina:
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Fig. 1. Gel de agarosa al 2% teiiido con bromuro
de etidio. Los fragmentos amplificados mediante
la técnica de RT-PCR para TNF-0, B-actina e
IL-10 tienen los tamaios de 167, 593 y 386 pb,
respectivamente.

para el gen control, utilizando un mismo gel de agarosa. Los
valores de expresion de los ADNc de IL-10 y TNF-o estdn ex-
presados como razon entre el valor obtenido en cada caso y el
de la amplificacién correspondiente del ADNc de la B-actina.
La estandarizacién de la técnica de RT-PCR para cada uno
de los ADNc amplificados se realizé con anterioridad al pro-
cedimiento descrito. Para ello se obtuvo sangre periférica he-
parinizada de un animal de la misma raza canina, que se diluyd
1:2 en un medio apropiado (medio de Dulbecco modificado
por Eagle, o DMEM), se centrifugd a 13.000 g durante 20
min (4 °C). Posteriormente, se separd la poblacién mononu-
clear (gradiente de Ficoll, densidad 1.070 g/l) y se estimula-
ron estas células con con 1 g de lipopolisacarido (LPS) (ex-
traido de E. coli, serotipo 055:B5, Sigma Cemical, St. Louis,
EE.UU.). A continuacién se obtuvo el ARN total de los leu-
cocitos y se procedié a la retrotranscripcion para obtener el
ADNCc, con el que se puso a punto la técnica especifica de
PCR-RT, mediante la que se caracteriz6 el tamailo de los am-
plimeros (386 pb para IL-10, 167 pb para TNF-a, y 593 pb
para B-actina) y el nimero de ciclos idéneo en cada caso.
Segunda porcion. Los bloques se desparafinaron y cortaron
(microtomo Leica RM 2035, Nussloch, Alemania), para obte-
ner secciones transversales de 3 wm. En cada portaobjetos se
colocaron dos cortes de la muestra; uno de ellos se empled
para la tincién inmunohistoquimica y el segundo como con-
trol. El grado de dafio sarcolémico se evalué por deteccion de
fibronectina intrafibrilar mediante un anticuerpo especifico'?
(IgG PC 057, The Binding Site, Birmingham, Reino Unido),
y como segundo anticuerpo se utilizé una anti-IgG de ratén

biotinilado (Universal Secondary-Biotin, The Binding Site,
Birmingham, Reino Unido). Las muestras se incubaron con el
complejo estreptovidina-peroxidasa (Streptavidin-PEROX,
The Binding Site, Birmingham, Reino Unido) para amplificar
la reaccidn, y se sometieron a un substrato cromégeno (Sig-
ma-Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania). Por ultimo,
las imdgenes fueron captadas y digitalizadas (Microscopio
Olympus BX-50F3, Olympus Optical Co. Tokio, Japén, y ca-
mara Pixera Corporation, California, EE.UU.), con el fin de
cuantificar el porcentaje de fibras dafiadas. Este recuento se
realiz6 sobre un minimo de 100 fibras por muestra de tejido.

Andlisis estadistico. Los datos se expresan como media (+ des-
viacion estandar [DE]) en las variables con distribucion nor-
mal, y como mediana y rango intercuartil en la tnica variable
con distribucién no normal (daiilo de membrana en el intercos-
tal externo). La normalidad se analiz6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparar la expresion de cada ci-
tocina entre los diferentes musculos se ha utilizado un andlisis
de la variancia para medidas repetidas. Para comparar los da-
flos de membrana se ha empleado la prueba de Friedman, y se
han utilizado los coeficientes de Spearman o Pearson, segin
los casos, para evaluar las relaciones entre variables. La signi-
ficacion estadistica se ha fijado en un valor de p < 0,05.

Resultados

La expresion de cada uno de los dos genes analizados
en los diferentes musculos se exponeen la tabla I y las
figuras 1 y 2. Respecto al gen del TNF-o., su expresion

TABLA T
Valores individuales y medios para la expresion de los genes de TNF-o e IL-10, y el dafio de membrana
en los miisculos respiratorios (Df e IExt) y periférico (VInt) estudiados

ARNm de TNF-o ARNm de IL-10 Daiio sarcolémico
Animal Df IExt VInt Df IExt VInt Df IExt Vint
1 0 0,17 0 0 5,30 0 1,30 0 0
2 0 0 0,14 1,80 5,70 0,98 0 0 1,00
3 0,02 0 0,30 0,33 0,84 2,29 0 0 4,90
4 0,08 0,08 0,12 0,69 0,56 0,33 7,60 0 0
5 0,05 0 0,09 0,32 4,30 5,05 0 0 3,00
6 0 0 0,20 0,17 2,10 3,30 2,80 0 1,40
7 0,01 0,06 0,13 0,89 2,50 0,54 1,70 0 2,00
8 0,01 0,05 0,13 0,92 2,10 0,56 0 2,10 0
9 0,02 0,10 0,14 0,40 1,05 1,20 0,50 0 1,70
media 0,02 0,05 0,14 0,60 2,70 1,60 1,50 0,20 1,60
+DE 0,03 0,06 0,08 0,50 1.90 1,70 2,50 0,70 1,60

Para los datos sobre mediana y rango intercuartilico de la tnica variable sin distribucién normal (dafio en IExt), véase texto. ARNm: dcido ribonucleico mensajero;
TNF-o: factor de necrosis tumoral alfa; IL-10: interleucina 10; Df: diafragma costal; IExt: intercostal externo; VInt: vasto interno.
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Fig. 2. Expresion de los genes correspondientes a: a) factor de necrosis tumoral (TNF-a), y b) interleucina 10 (IL-10) en los tres misculos estudiados.
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Fig. 4. Relacion entre expresion del gen correspondiente al factor de ne-
crosis tumoral (TNF-a) y dafio sarcolémico en el misculo periférico.

era minima en los musculos respiratorios, con tendencia
a ser algo mayor en el IExt que en el Df (0,05 + 0,06 y
0,02 + 0,03 u.a., respectivamente; p = NS). La amplia
dispersion de valores en ambos casos limitaba
la obtencion de diferencias significativas. Por contra, la
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expresion era relativamente alta en el musculo periféri-
co (VInt 0,14 £+ 0,08 u.a.; p < 0,01 respecto al Df, y p =
0,07 respecto al IExt). Respecto a la IL-10, su expresién
era también baja en el Df (0,6 + 0,5 u.a.), con valores
mas elevados en IExt (2,7 £ 1,9; p < 0,01). Las concen-
traciones de IL-10 en el musculo periférico se situaron
en un valor intermedio (1,6 + 1,7). Nuevamente se ob-
servo una amplia dispersion interindividual de los valo-
res. No se observaron correlaciones estadisticamente
significativas entre las expresiones de ambas citocinas
para ninguno de los tres musculos analizados. Respecto
del dafio del sarcolema, éste fue minimo en todos los
casos (fig. 3), con valores algo mas bajos en el intercos-
tal (IExt 0,2 £ 0,7, mediana 0,0 y rango intercuartilico
0,0; Df 1,5 £2,5; VInt 1,6 + 1,6). En el VInt, el valor de
dafio puso de manifiesto una relacién directa aunque
débil con el grado de expresion del TNF-a (r = 0,682; p
<0,05) (fig. 4).

Discusién

Los hallazgos mds relevantes del presente trabajo
son: a) la deteccion de expresion de TNF-o en homoge-
neizado del propio musculo esquelético, tanto respirato-
rio como periférico, en situacion basal; b) la observa-
cién de valores mas bajos de activacion del gen de esta
citocina en los musculos respiratorios; ¢) la ausencia en
situacion basal de relaciones significativas entre los ni-
veles de expresion del TNF-a y la IL-10, y d) la rela-
cion entre los valores basales de TNF-a y el dafio de
membrana fibrilar en el muisculo periférico.

Expresion de TNF-o. y miisculo esquelético

El TNF-o es una citocina inflamatoria de caracterfsti-
cas proteicas'®, que puede ser sintetizada por diversas
células del organismo, entre las que destacan los macré-
fagos, células T, monocitos, células endoteliales, y mio-
citos musculares®'*. Hasta la fecha estos tltimos pareci-
an capaces de sintetizar TNF-o sélo si eran previamente
expuestos en cultivo celular a otras citocinas proinfla-
matorias®. Nuestro trabajo sugiere que existe expresion
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constitutiva de TNF-ou en el musculo esquelético in
vivo. Esa expresion parece heterogénea para los diferen-
tes territorios musculares de la economia y es notable-
mente inferior en el homogeneizado de miisculos respi-
ratorios. Recientemente hemos podido confirmar la
expresion de TNF-a e IL-10 por la fibra muscular, utili-
zando la técnica de hibridacidn in situ en muestras pro-
cedentes de los animales aqui estudiados®.

Entre las acciones celulares del TNF-o destacan sus
efectos citostdtico y citotéxico!®, con induccién de
apoptosis e inhibicién del factor de crecimiento muscu-
lar similar a la insulina (IGF)'>'®. Este es necesario
para el crecimiento y diferenciacién del musculo, por
lo que se ha postulado la implicacion del TNF-o en di-
versos procesos que conllevan pérdida de masa muscu-
lar6,7,17.

Es interesante recordar ademas que se ha demostrado
la presencia de valores elevados de TNF-at en sangre
periférica de pacientes con EPOCS71819 sobre todo en
aquellos con pérdida ponderal. Por otra parte, se ha su-
gerido que el TNF-o podria estar implicado en la debi-
lidad muscular periférica que se observa con frecuencia
en esta entidad, al condicionar una pérdida proteica y
disminucién en la contractilidad muscular®. Es intere-
sante mencionar que tanto la actividad inflamatoria
como la propia nicotina son capaces de estimular la
produccién de TNF-o82!,

Un punto de especial interés del presente trabajo es la
observacién de una probable expresion local muscular
de TNF-q; expresion que hemos confirmado posterior-
mente'S. Hasta la fecha, y como ya se ha afirmado, se
especulaba con la llegada de esta sustancia a los dife-
rentes territorios por via sanguinea. Esta concepcion,
que implica un efecto endocrino, se ha empleado para
explicar, entre otras, la miopatia periférica observada en
la EPOC. Sin embargo, tiene poco que ver con lo que
sabemos de las citocinas, cuya vida media es corta, y
que ejercen su efecto predominantemente en el lugar de
sintesis o alrededores. La sintesis a escala local muscu-
lar parece mds coherente con este tipo de acciones y su-
giere la posibilidad de que sean las citocinas locales y
no las llevadas por el torrente sanguineo las que desem-
peflen un papel relevante en la miopatia de la EPOC.

Expresion de IL-10

Esta es una citocina no inflamatoria, expresada por
monocitos, macréfagos, células T y células dendriticas
pulmonares'*?223, Entre sus efectos se hallan la inhibi-
cién de la actividad de los macréfagos (en concreto, de
su produccién de citocinas inflamatorias como el propio
TNF-), de las células T-helper y de las células natu-
ral-killer*'*. La expresion de IL-10 no se habia demos-
trado hasta la fecha en el musculo esquelético. Este tra-
bajo sugiere con fuerza dicha posibilidad, que también
hemos demostrado recientemente con técnicas topogra-
ficas®.

La expresion de IL-10 se halla reducida en las secre-
ciones respiratorias de pacientes con EPOC y asma
bronquial?*®, y se ha sugerido un papel preventivo de la
inflamacién bronquial crénica para esta citocina®. En
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la fibrosis pulmonar idiopdtica se ha observado que el
gen de la IL-10 se halla sobreexpresado en las células
presentes en secreciones respiratorias, regulando ade-
mads la expresion de TNF-a?°. Por otra parte, algunos
farmacos utilizados en patologia respiratoria, como los
corticoides, parecen capaces de estimular la producién
de IL-10%". Hasta el momento, no se habia estudiado el
papel modulador que esta citocina pudiera desempefiar
en el musculo. Nuestros resultados parecen indicar que
la IL-10 es expresada constitutivamente por los muscu-
los respiratorios, pero que esa expresion es muy varia-
ble y no presenta un patrén diferente de la de otros
musculos. Por otra parte, no hemos hallado relacién en-
tre las expresiones basales de IL-10 y TNF-o. Esto no
resulta del todo sorprendente, ya que en esa situacion
los valores de ambas citocinas son muy bajos. Futuros
estudios deberan elucidar la situacién en presencia de
estimulacion de la expresion del TNF-o.

Relacion del TNF-o. con el dario de membrana

El hallazgo mds relevante a este respecto es la presen-
cia de una relacién directa entre la intensidad de expre-
sién del gen de TNF-a y la intensidad de dafio de mem-
brana en el musculo periférico. Nuestros datos deben ser
tomados con precauciéon debido a la minima presencia
de dano sarcolémico en nuestros animales, la no obser-
vacion de asociaciones similares en los otros dos muscu-
los y la disparidad de las técnicas empleadas para la
determinacion de ambos fenémenos. Sin embargo, cons-
tituyen una primera evidencia de lesion estructural mus-
cular ligada con la presencia de esta citocina. Por otra
parte, no hemos observado relacién entre el valor de
dafio y la expresion de IL-10, por lo que esta dltima no
parece haber desempefiado un papel protector como era
nuestra hipdtesis inicial. Sin embargo, es probable que el
efecto regulador sea minimo en situacién basal.

El denominado “dafio” muscular es considerado hoy
dia como un fendémeno fisiolégico que formaria parte
de la constante remodelacién que experimenta el muscu-
lo esquelético®?®. Asi, diferentes estimulos, provocarian
fendmenos inicialmente deletéreos en la estructura mus-
cular, como la presencia de “roturas” en la membrana
fibrilar, que implicarian el paso de sustancias (iones,
proteinas) del medio extracelular a la fibra y viceversa,
comportando una inicial disminucién de la fuerza de
contraccién®. Sin embargo, casi al mismo tiempo se
produciria la activacién del “programa de regeneracién
muscular”, con cambios en la expresion secuencial de
los genes que codifican la estructura muscular. El papel
desempeiado por la lesién (dafio) inicial en la reprogra-
macion del fenotipo del musculo es todavia motivo de
debate.

En conclusién: a) tanto el TNF-at como la IL-10 pare-
cen expresarse en el musculo esquelético canino en cir-
cunstancias normales; b) los valores de expresion del
TNF-o son mucho menores en los musculos respiratorios
que en los de las extremidades, y se relacionan con la
presencia de dafio sarcolémico en estos ultimos, y ¢)
la expresion de IL-10 es heterogénea y no presenta un
perfil especifico de los musculos respiratorios.
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