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Las caracteristicas generales de la morfometria del misculo
intercostal externo (IE) de pacientes con patologia respiratoria
crénica han sido ampliamente descritas. Por su accesibilidad,
este musculo puede ser un modelo ideal en estudios longitudi-
nales utilizando biopsias consecutivas de ambos lados. Sin em-
bargo, se desconoce si existe 0 no homogeneidad en el fenotipo
fibrilar del IE entre el lado dominante (D) y el no dominante
(ND). Se han evaluado las posibles diferencias estructurales del
IE entre ambos lados en pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Se incliuyeron 8 enfermos (63 + 7
afios), en los que se evaluaron la funcion pulmonar, fuerza
muscular respiratoria, fuerza muscular general y estado nutri-
cional. También se practicé biopsia del quinto IE de ambos
lados. Las muestras fueron procesadas en paralelo para mor-
fometria convencional (tincion de hematoxilina-eosina), valo-
randose el diametro minimo (Dm) y el drea fibrilar (Ar) en
cortes transversales. La tipificacion de las fibras se realizé
mediante las tinciones de ATPasa (a pH de 4,2, 46y 94) y
NADH-TR. El estudio nutricional fue normal en todos los ca-
sos. Los sujetos estudiados presentaban una EPOC severa
(FEV, =27 £ 7%, ref., limites entre 13 y 38% ref.), con atrapa-
miento aéreo (RV = 163 + 36% ref., limites entre 181 y 276%
ref.). Ninguno de los pacientes incluidos presentaba insuficien-
cia respiratoria en reposo (Pa0O, 72 + 7 mmHg). El estudio de
fuerza esquelética periférica mediante dinamometria manual
present6 valores muy similares entre ambos lados: D =29 2y
ND = 28 + 3 dinas (NS). En el estudio morfométrico de las 16
muestras musculares se observaron tamaiios fibrilares simila-
res entre los lados D y ND. Respectivamente, Dm,, 47 + 10 um y
Ar,, 2.595 = 1.249 um’, frente a Dmy;, y Ary,de49 + 9um y
2.636 + 953 um? (NS en ambos casos). En cuanto a la tipifica-
ci6n fibrilar tampoco se encontraron diferencias significativas
entre el IE dominante y el no dominante: tipo I, 51 + 4% y tipo
IL,, 49 + 5% frente a tipo 1, 52 + 4% y tipo I, 48 + 4% (NS).
Existe homogeneidad morfométrica entre el fenotipo fibrilar
del musculo IE del lado dominante y el no dominante en el
quinto espacio intercostal. Este hecho y la escasa invasividad de
la técnica permiten plantear estudios longitudinales sobre los
efectos estructurales que diferentes intervenciones farmacolé-
gicas o fisicas puedan tener sobre el IE de pacientes con EPOC.
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(Arch Bronconeumol 1998; 34: 189-193)

Fiber morphometry of the external intercostal
muscle. Comparison of dominant and non
dominant sides of patients with severe COPD

The general morphometric characteristics of the external
intercostal muscle (EXM) of patients with chronic respiratory
disease have been well described. Because this muscle is
highly accessibile, it can provide an ideal model for longitudi-
nal studies using consecutive biopsies of both sides. Whether
or not the EIM fiber phenotype is homogeneous on dominant
(D) and non dominant (ND) sides is unknown, however.

To evaluate possible stuctural differences in right and left
EIM in patients with COPD, eight patients (63 + 7 years of
age) were enrolled. Lung function, respiratory muscle power,
general muscle power and nutritional state were evaluated.
Biopsies of the fifth EIM were taken from both sides. Speci-
mens were processed in parallel manner to determine con-
ventional morphometry (hematoxyllin-eosin staining), inclu-
ding minimum diameter (Dm) and fiber area (Ar) in cross
sections. Fibers were typed by ATPase (at pH 4.2, 4.6 and 9.4)
and NADH-TR staining.

Nutrition was normal in all patients. All patients had severe
COPD (FEV, 27 = 7% of reference, limits 13 to 38% of refe-
rence) with air entrapment (RV 163 = 36% of reference, li-
mits 181 to 276% of reference). None of the patients showed
respiratory insufficiency at rest (Pa0Q, 72 + 7 mmHg). Perip-
heral musculoskeletal power measured by manual dynamo-
meter showed no significant right-left differences: D 29 + 2
and ND 28 + 3 dynes. Morphometric study of 16 muscle spe-
cimens showed no significant differences between fiber size
on D and ND sides. Dm,, was 47 + 10 um and Ar,, was 2,595 +
1,249 pm’. Dm,;, was 49 + 9 pm and Ary,, was 2,636 + 953 um?
Likewise, no significant differences were found between D
and ND fiver types: type I, 51 + 4% and type 1I,, 49 + 5%
versus type I, 52 + 4% and type I1,;,48 + 4%.

EIM on N and ND sides is homogeneous at the fifth inter-
costal space. This finding, along with the scarcely invasive na-
ture of the technique for collecting specimens leads us to sug-
gest that longitudinal studies might be performed on the
structural effects of various pharmacological or physical tre-
atments followed by COPD patients.
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Introduccién

La actividad de los musculos respiratorios (MR) ge-
nera el gradiente de presion necesario para conseguir la
entrada de aire hasta el alveolo'?. En los Gltimos afios
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ha crecido el interés por conocer las relaciones entre
funcién respiratoria y estructura de los propios MR, so-
bre todo en pacientes con enfermedades respiratorias
crénicas*’. Esto ha llevado a proponer diversos modelos
de abordaje para la obtencién de muestras musculares.
Cléasicamente, las muestras estudiadas, en su mayoria
del diafragma, procedian de necropsias y toracotomfa.
Estos modelos presentan diversos problemas derivados
de los fenémenos de muerte celular (en el modelo ne-
cropsico) y/o de la inclusion de enfermos con importan-
te patologia asociada. Ademds, el modelo quirirgico no
permite el estudio de pacientes con afectacién funcional
grave. Desde hace poco, se ha incorporado la obtencién
de muestras del diafragma durante la laparotomia alta?,
lo que ha permitido subsanar el dltimo problema. Sin
embargo, en ninguno de los modelos citados es posible
realizar estudios longitudinales, con obtencion de mues-
tras repetidas que permitan evaluar la evolucién de la
enfermedad o eventuales intervenciones terapéuticas so-
bre los MR.

A pesar de que el diafragma es el principal misculo
inspiratorio en condiciones normales y en individuos
sanos'*?, el intercostal externo (IE) adopta un papel
progresivamente relevante cuando aumentan las resis-
tencias respiratorias (p. ej., en la EPOC) o las demandas
ventilatorias (p. ej., durante el ejercicio)'*'*. Por su ac-
cesibilidad, y tras la validacién en humanos de un mo-
delo escasamente invasivo de biopsia ambulatoria'®, el
IE podria ser el misculo ideal para estudios morfomé-
tricos longitudinales. Sin embargo, los cambios estruc-
turales locales derivados de la préctica de la primera
biopsia podrian alterar algunos de los hallazgos estruc-
turales en las sucesivas. Poder disponer de otro misculo
con fenotipo celular similar al control seria la solucién
a este problema. Dado que el nivel anatémico de un in-
tercostal condiciona su grado de participacion en la ins-
piracion, la solucién no estaria en la evaluacién del
miuisculo procedente de otro espacio intercostal, sino del
contralateral al mismo nivel. Sin embargo, el uso predo-
minante de la extremidad superior dominante podria de-
terminar diferencias entre las caracteristicas morfomé-
tricas de ambos IE. El objetivo de este trabajo fue
valorar si existe o no homogeneidad celular entre los IE
del lado dominante y no dominante, como paso previo
al disefio de estudios morfoldégicos longitudinales de
este MR en pacientes afectados de enfermedades respi-
ratorias cronicas.

Material y métodos
Poblacion

Se incluyeron de forma prospectiva un total de 8 individuos
de sexo masculino, diagnosticados de EPOC segiin los crite-
rios clinicos y funcionales cldsicos'>!”. Todos ellos estaban en
fase de estabilidad clinica (al menos 3 meses desde la tltima
descompensacién) y eran sujetos sedentarios, con un grado de
actividad fisica similar. Se excluyeron pacientes con deformi-
dades congénitas o adquiridas de la caja toracica, edad supe-
rior a 75 afios, desnutricién severa (variables bioldgicas y/o
antropométricas), enolismo (superior a 80 g/dia), que asocia-
ran patologias neuromusculares o metabdlicas, y/o que recibie-
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sen tratamiento sistémico continuado con esteroides, antago-
nistas del calcio o diuréticos. Todos eran controlados de forma
ambulatoria en el servicio de neumologia de nuestra institu-
cién y consintieron por escrito en su participacion, tras ser in-
formados del objetivo y posibles complicaciones del estudio.

Meétodo

Estudio funcional

1. Pruebas funcionales respiratorias convencionales. Con-
sistieron en la préactica de espirometria forzada, determinacién
de volimenes pulmonares estiticos, resistencia de la via aé-
rea, transferencia de CO y gasometria arterial en reposo. La
espirometria se realizé mediante un espirémetro Datospir 900
(Sibel, Barcelona), segtin la normativa de la Sociedad Espa-
fiola de Neumologia y Cirugia Toricica (SEPAR)'S, y utili-
zando como referencia los valores obtenidos para la poblacién
mediterrdnea'®. Los volimenes pulmonares estaticos y resis-
tencia de la via aérea se determinaron por pletismografia cor-
poral utilizando el equipo Masterlab (Jaeger, Wiizburg, Ale-
mania). La transferencia de CO se obtuvo mediante la técnica
de “respiracién tunica”, utilizando el mismo equipo. Los valo-
res de referencia empleados fueron también los publicados
para la poblacién de nuestra drea geogréfica®. La gasometria
arterial se realizé por puncidn de la arteria radial, tras realizar
una prueba de Allen, con el paciente sentado y respirando aire
ambiente. La muestra sanguinea fue procesada mediante téc-
nicas polarogrificas convencionales (medidor de gases en
sangre, ABL 330, Radiometer Copenhague, Dinamarca) para
la determinacién del pH, PaO, y PaCO,.

2. Fuerza muscular respiratoria. Se midié la presion estati-
ca maxima (PIM). Esta se determind en la boca y desde volu-
men residual mediante un mandémetro Sibelmed-163 (Sibel,
Barcelona) que incluia una pieza bucal ocluible. Se considerd
la mejor de tres maniobras consecutivas, dos de las cuales de-
bian diferir en menos de un 5%. Los valores de referencia uti-
lizados fueron los de Wilson et al?'.

3. Fuerza muscular periférica. Para el estudio de la fuerza
esquelética de las extremidades se practicé dinamometria, uti-
lizando un dinamémetro manual tipo Collin (Herrera, Barce-
lona). Se determiné la fuerza maxima desarrollada en ambas
extremidades superiores (dominante o D y no dominante o ND).

Estudio nutricional

Se evaluaron parametros antropométricos y bioldgicos. En-
tre los primeros se determinaron el peso, la talla y el indice de
masa corporal (BMI: peso/talla?). Los pardmetros bioldgicos
se obtuvieron a partir de una muestra sérica. Incluyeron: pro-
tefnas totales, albimina, fndice de albumina/globulinas y
tiempo de protrombina.

Estudio morfométrico del intercostal externo

1. Obtencion de las muestras. Las biopsias del IE se reali-
zaron en el quinto espacio intercostal, en la linea medio axilar
anterior tanto del lado D como del ND. Primero se procedid a
la preparacion del campo quirtirgico y anestesia local de la
zona mediante la inyeccién intradérmica de mepivacaina al
2%. Posteriormente, se practicé incisién cutdnea y se disecéd
por planos anatémicos hasta localizar la zona de insercién del
IE, obteniéndose la muestra. El corte de las fibras se realizé
siempre en paralelo a su orientacion anatémica. El tamafio de
la muestra oscil6 entre 0,5 y 1 cm de longitud. Finalmente, se
procedié a sutura de la incisién mediante seda quirdrgica.

2. Procesamiento de las muestras. Tras ser obtenidas, las
muestras se disponian con sus fibras perpendiculares al plano
de vision y se dividian en dos porciones: una para microsco-
pia dptica convencional y otra para técnicas histoquimicas.
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Fig. 1. Corte transversal del misculo intercostal externo (tincién de hematoxilina-eosina) procedente de los lados dominante (a) y no dominante (b) de un

mismo paciente. Pueden observarse los tamafios similares de las fibras.

— Microscopia dptica convencional. La muestra se fijaba
con formaldehido al 10% y era incluida en parafina para
realizar posteriormente cortes de 6 Um de grosor. Mas tarde se
realizaban tinciones de hematoxilina-eosina (HEOS) (fig. 1).

— Técnicas de histoquimica. Fl fragmento muscular se cu-
bria con gel de congelacién (Tissue-Tek, O.C.T., Miles, Elk-
harat, IN, EE.UU.), se congelaba introduciéndolo en isopenta-
no (2-metilbutano, Spectroso]l BDH Chemical, Poole, Gran
Bretaiia) enfriado en nitrégeno liquido, y se almacenaba a
—70° C. De cada una de las biopsias se realizaron cortes de
6 um de espesor mediante un criotomo (Cry-cut 2800N Rei-
chert-Jung, Nusslock, Alemania) a temperatura de -20 °C.
Posteriormente se realizaron tinciones de ATPasa, con incu-
bacion a diferentes pH (9,4, 4,6 y 4,2) y tincién de NADH-TR
(nicotinadenina-deshidrogenasa-tetrazolio-reductasa).

3. Estudio morfométrico. Fue realizado mediante el sistema
semiautomdtico Videoplan I (Zeiss, Kontron Electronics,
Bremen, Alemania), que dispone de un programa para histo-
morfometria. El sistema consta de microscopio éptico Polivar
0108 (Reichert-Jung, Viena, Austria), conectado a un sistema
digitalizador con lapiz dptico modificado. En cada una de las
muestras musculares obtenidas se evaluaron el didmetro mini-
mo (Dm, que es el didmetro que menos se afecta por la obli-
cuidad del corte)* y la superficie fibrilar (Ar). La morfologia
de la distribucién grafica de los Dm y el valor de su desvia-
cién estandar (DE) fueron utilizados como indices de hetero-
geneidad en el tamaiio de las poblaciones celulares. También

se practicé tipificacion fibrilar para el estudio de los porcenta-
jes relativos. En cada muestra se midieron un minimo de 100
fibras musculares.

Tratamiento estadistico

Para la estadistica descriptiva se ha utilizado la media y des-
viacién estandar de ésta (X + DE). Para probar la normalidad de
la distribucién en cada variable se ha usado la prueba de Kol-
mogorov-Smirnoff. En caso de tratarse de variables de distribu-
cién normal, las comparaciones se han realizado mediante el
test de la t de Student para datos apareados. La prueba de Wil-
coxon se ha utilizado para el mismo propdsito en variables sin
distribucion normal. Se considerd significativa una p < 0,05.

Resultados

Los pacientes incluidos mostraban una edad media de
63 + 7 arios, todos ellos eran ex fumadores, con vida se-
dentaria y afectacién severa de la funcién pulmonar
(FEV, = 27 + 7% ref., limites entre 13 y 38% ref.; RV =
163 + 36% ref., limites entre 181 y 276% ref.). Ninguno
de los sujetos estudiados se encontraba en fase de insufi-
ciencia respiratoria cronica (PaO, = 72 = 7 mmHg, PaCO,
=42 + 7 mmHg). El estudio de fuerza muscular respirato-
ria mostré una PIM del 62 + 18% ref. La evaluacién de

TABLA1
Datos individuales y medios correspondientes a las principales variables antropométricas, funcionales y morfométricas
de la poblacién estudiada

Paciente BMI FEV, Pa0, PIM Tipo I, Tipo I, Dm,, Dmy,, Area, Areay,
(kg/m?) (%) (mmHg) (%) (%) (%) (um) (um) (um) (hm)
1 22 32 73 51 52 52 37 35 1.591 1.474
2 17 13 68 51 46 46 39 42 1.597 2.008
3 21 27 80 65 44 47 40 41 1.750 1.818
4 22 26 65 56 51 52 42 50 1.836 2714
5 24 33 85 80 51 54 45 47 2.130 2.426
6 25 38 68 35 56 54 53 60 3.101 3.658
7 21 24 72 66 54 55 47 51 3.749 2.667
8 26 23 67 93 54 57 70 65 5.008 4.325
_ 22 27 72 62 51 52 47 49 2.595 2.636
X+DE 3 7 7 18 4 4 10 9 1.249 953
BMI: indice de masa corporal; PIM: presién inspiratoria maxima: D: dominante; ND: no dominante; Dm: didmetro minimo.
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Fig. 2. Distribucién unimodal del tamaiio de las poblaciones celulares (re-
presentado en este caso por el Dmin: didmetro minimo) en ambos lados y
para un mismo paciente.

fuerza general mediante dinamometria manual revel6 va-
lores muy similares entre el lado D (derecho en todos me-
nos en uno de los sujetos) y ND (respectivamente, 29 + 2
y 28 + 3 dinas). Todos los pacientes presentaban pardme-
tros nutricionales dentro de la normalidad (peso de 59 +
10 kg, BMI = 22 + 3 kg/m’ y proteinas totales de 6,6 +
0,7 g/dl, con una albimina de 3,7 + 0,6 g/dl).

El estudio estructural muscular se realizd sobre las
16 muestras de IE procedentes de los 8 sujetos inclui-
dos (IE, e 1E,, en cada uno de los pacientes). Todas las
muestras cumplieron las condiciones necesarias para su
estudio morfométrico. La tipificacion fibrilar evidencid
porcentajes similares de fibras 1 y Il en el IE; e IE:
tipo I, 51 £ 4y 52 + 4%, respectivamente, y tipo II,
49 + 5y 48 + 4 (NS). Los tamaiios celulares también
fueron similares para ambos lados: DM 47 + 10 um,
Ary 2.595 = 1.249 um® y Dmy,; 49 = 9 pm? y Ary,
2.636 £ 953 um* (NS en ambos). Las distribuciones fue-
ron unimodales aunque anchas en todos los casos (fig.
2), con SDF, y SDF,,, similares (7 = 2 frente a 8§ + 1,
respectivamente). En ninguno de los pacientes incluidos
en el estudio se objetivaron complicaciones secundarias
a la toma de biopsia, presentando una cicatrizacioén nor-
mal que permitié la retirada de los puntos de sutura en
la semana siguiente de la intervencién. Unicamente 2
pacientes requirieron analgesia menor en las 48 h poste-
riores a la biopsia.

Discusion

En los dltimos aiios, el estudio de los MR ha puesto
de manifiesto relaciones entre su estructura, tanto celu-
lar como subcelular, y su funcién. Algunos de estos tra-
bajos se han dedicado a analizar los cambios que se
producen en la musculatura respiratoria de pacientes
con patologfa pulmonar crénica®” *¥’. Recientemente
nuestro grupo ha demostrado alguno de los procesos
adaptativos que los MR pueden sufrir en la EPOC. Asi,
el diafragma presenta atrofia global, pero con desarrollo
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de subpoblaciones de fibras hipertréficas en presencia
de obstruccién bronquial®, y sarcémeras de menor ta-
mario asociadas al atrapamiento aéreo®. En el IE se han
descrito fenémenos similares’. Descendiendo a nivel
molecular, se ha visto que se producen cambios en la
expresion genética de los diferentes tipos de miosina en
el diafragma de animales sujetos a cargas resistivas sos-
tenidas®. Todos estos trabajos son reflejo de un deter-
minado momento en un proceso largo y complejo que
se ha denominado “‘remodelacién muscular”. Sin embar-
go, se desconoce la secuencia de hechos que este proceso
conlleva en las enfermedades pulmonares. Se ha sugerido
que el aumento de trabajo que éstas condicionan induci-
ria dafio celular’’, que se repararia adquiriendo nuevas
caracteristicas (p. €j., en cuanto a las proteinas muscula-
res constitutivas). Esto acabarfa desarrollando una com-
posicion celular mas adaptada a las cargas, lo que permi-
tirfa al muisculo una mejor respuesta funcional.

El diafragma ha sido el protagonista de la mayoria de
estudios que intentan analizar las relaciones entre fun-
cidn respiratoria y estructura de los propios MR. Sin
embargo, debido a los problemas derivados de su dificil
accesibilidad, ha sido imposible desarrollar estudios
longitudinales que analicen los efectos estructurales de
la evolucién de la propia enfermedad o de eventuales
intervenciones terapéuticas. A pesar de la importancia
del diafragma entre los MR, otros musculos como los
IE adquieren una gran relevancia funcional en situacio-
nes como el ejercicio o el aumento de las resistencias
respiratorias'®'. Esta contribucion parece ser intermi-
tente, siendo estos reclutados cuando se requiere un so-
breesfuerzo ventilatorio'”'. Recientemente, nuestro
grupo ha descrito una técnica sencilla de obtencién de
muestras del IE, que requiere una invasividad minima y
facilita su realizacién de forma ambulatoria'®. Esta téc-
nica permite conseguir muestras de pacientes con afec-
tacion funcional severa y, ademds, repetir una nueva
biopsia. Si €sta se realiza en el mismo musculo IE, cier-
tas variables estructurales de la segunda muestra podrian
verse afectadas por la manipulacién inherente a la pri-
mera biopsia. Esto es de especial interés en estudios so-
bre dafio celular y cambios en la expresion genética de
los diferentes componentes fibrilares. Si se optase por
modificar el nivel de la biopsia en el mismo hemitérax.
los resultados probablemente serian dificiles de inter-
pretar, pues es conocido que la accién inspiratoria de-
pende de la altura del intercostal (siendo progresiva-
mente mds importante en los superiores). Ademds, a
niveles mas altos existe el problema de tener que dise-
car otros planos musculares, con lo que la técnica au-
menta su invasividad. La tercera alternativa era el estu-
dio del musculo contralateral. Sin embargo, una
condicion previa al desarrollo de este modelo para estu-
dios longitudinales era demostrar que la expresion celu-
lar es similar en ambos lados, a pesar de la influencia de
los requerimientos de la extremidad superior dominan-
te. Esta eventual influencia puede tener elementos fun-
cionales particulares con EPOC severa, por lo que no
era suficiente un trabajo sobre sujetos sanos.

En este estudio se confirma que la biopsia del IE es
una técnica segura, sin apenas morbilidad. que hace po-
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sible acceder a este musculo respiratorio en pacientes
con afectacion funcional grave. Mds importante y nove-
doso es el hecho de que no se hayan observado diferen-
cias fenotipicas histolégicas entre el lado dominante y
el no dominante, lo cual permite disponer de una espe-
cie de “musculo control”. Es interesante sefialar que la
relativamente alta desviacién estandar observada en los
tamanos fibrilares es habitual en los pacientes con
EPOC, y en casos extremos permite observar una bimo-
dalidad en las distribuciones®’. Por otra parte, el estudio
de al menos 100 fibras en cada muestra permite una co-
rrecta representacion de la poblacién total aun cuando
ésta sea dispersa. El similar fenotipo observado en el
presente estudio, independientemente del lado analiza-
do, permite plantear estudios longitudinales. Asi, se po-
drd evaluar la progresion de los cambios estructurales
que se producen por la evolucién de la propia enferme-
dad y tras intervenciones fisicas o farmacolédgicas de
pacientes con patologfas respiratorias crénicas.
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