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Introduccion: Las acciones locales de las citocinas en los misculos de los pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se hallan sometidas a debate. El objetivo del presente estudio ha sido
analizar las relaciones entre su expresion y la activacion genética de programas de reparaciéon muscular.
Pacientes y métodos: Se incluyo en el estudio a 25 pacientes con EPOC grave en situacion estable. Se les
realizé una biopsia del misculo intercostal externo, donde se evaluaron los signos de lesion muscular
(morfometria), la infiltracién de células inflamatorias (inmunohistoquimica) y la expresiéon de genes
seleccionados (técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real) correspondientes a las
propias citocinas —factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) y sus receptores 1 y 2 (TNFR1 y TNFR2), e
interleucinas-1f, 6 y 10—, un marcador panleucocitario (CD18) y moléculas clave en las vias de reparacién-
miogénesis (Pax7, M-Caderina y Mio-D).
Resultados: La expresion de TNFR2 se relaciond directamente con la funciébn muscular inspiratoria
(representada por la presion inspiratoria maxima sostenible; r = 0,496, p<0,05), mientras que la expresion
de CD18 se relacion6 inversamente con ella (r = —0,462, p<0,05). Por otra parte, la expresién de los 2
receptores del TNF-a se relacion6 directamente con la de las moléculas clave de las vias de reparacién
analizadas (TNFR1 con Pax7, r = 0,650, y M-Caderina, r = 0,678, ambas con p<0,001; TNFR2 con Pax7,
r = 0,395, M-Caderina, r = 0,409, y Mio-D, r = 0,418, con p<0,05 en todas).
Conclusiones: La expresion de los receptores del TNF-oc guarda una estrecha relacion tanto con la activacion
de los programas de miogénesis como con la propia funcién muscular inspiratoria. Este hecho refuerza
nuestra hipétesis de que algunas citocinas locales participan en la reparacién de los misculos respiratorios
en los pacientes con EPOC.
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Objective: There is disagreement regarding the local action of cytokines in the respiratory muscles of
patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The objective of this study was to analyze the
relationships between cytokine expression and genetic activation of the mechanisms of muscle repair.
Patients and methods: Twenty-five patients with severe COPD and in stable condition were enrolled in the
study. We performed a biopsy of the external intercostal muscle of the patients and analyzed the specimen
for signs of muscle lesion (morphometry), infiltration of inflammatory cells (immunohistochemistry), and
expression of selected genes (real-time polymerase chain reaction technique) corresponding to the
cytokines (tumor necrosis factor o [TNF-o] and its type 1 and 2 receptors [TNFR1 and TNFR2], and
interleukin [IL] 1B, IL-6, and IL-10), a pan-leukocyte marker (CD18), and key molecules in the repair-
myogenesis pathways (Pax7, M-cadherin, and MyoD).

Results: Expression of TNFR2 is directly related to inspiratory muscle function (represented by maximum
sustainable inspiratory pressure; r = 0.496; P<.05), whereas expression of CD18 is inversely related
(r = 0.462; P<.05). Moreover, expression of the 2 TNF-a receptors was directly related to that of the key
molecules of the repair pathways analyzed (TNFR1 to Pax7 [r = 0.650; P<.001] and M-cadherin [r = 0.678;
P<.001]; TNFR2 to Pax7 [r = 0.395; P<.05], M-cadherin [r = 0.409; P<.05], and MyoD [r = 0.418; P<.05]).
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Conclusions: Expression of TNF-o. receptors bears a close relationship both to activation of the myogenesis
programs and to inspiratory muscle function. This reinforces our hypothesis that some local cytokines take
part in the repair of respiratory muscles in patients with COPD.

© 2008 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Los musculos respiratorios de los pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se ven sometidos a un
trabajo incrementado, que deriva de los cambios mecanicos que se
producen en su sistema respiratorio. Ademas, estos cambios
tienen como consecuencia una serie de modificaciones estructu-
rales y funcionales en los propios musculos. Por un lado,
disminuyen su fuerza y resistencia, lo que se conoce como
disfuncion muscular, de modo que se vuelven mas sensibles al
fracaso mecanico. Por otra parte, puede producirse una lesion
celular, acompafiada de elementos inflamatorios y de reparacion.
En altima instancia, parece claro que se produce una remodela-
cion del masculo, con cambios en su fenotipo fibrilar y en otros de
sus componentes'. Recientemente nuestro grupo ha descrito un
aumento de las concentraciones locales de determinadas citocinas
proinflamatorias en los misculos intercostal externo y diafragma
de los pacientes con EPOC?3. Sin embargo, el papel de estas
sustancias y su interrelacion con otros procesos sigue siendo una
incognita®?. Experimentalmente, se sabe que algunas citocinas,
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina
(IL) 6, pueden favorecer la protedlisis y la disrupcion fibrilar,
ademas de condicionar directamente alteraciones contractiles®.
Sin embargo, también se ha observado que la sintesis de estas
citocinas y la de sus receptores aumenta tras incrementar el
trabajo del masculo y/o inducir lesibn muscular’~®, y que su
ausencia o bloqueo evita una correcta reparacién'®'2. Esta
depende de la formacién de nuevo misculo (miogénesis), que
en los vertebrados adultos se realiza por medio de la activacion de
las células satélite, reguladas a su vez por vias sefializadoras en las
que aparecen como claves los genes de Paired box 7 (Pax7), M-
Caderina y Mio-D, junto a los de otros factores de regulacion
mibdgena'®. Nuestra hipétesis es que determinadas citocinas y sus
receptores intervienen en la reparacion muscular de los pacientes
con EPOC, por lo que el incremento local de su produccion
resultarfa en Gltima instancia beneficioso®. En consecuencia, el
objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la expresion
muscular de los genes de citocinas seleccionadas y su relacion
con la lesién celular y con la expresion de factores miogenos
(programas de reparacion) en este tipo de pacientes.

Pacientes y métodos
Pacientes

El tamafio de la muestra se calcul6 sobre la base de estudios
anteriores de nuestro grupo®*. Se incluyd a un total de 25
pacientes con EPOC grave en fase estable, atendidos en las
consultas externas de nuestro servicio. El diagnéstico de EPOC
grave-muy grave se basoé en los criterios de la Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD: volumen espiratorio
forzado en el primer segundo/capacidad vital forzada<70%,
volumen espiratorio forzado en el primer segundo<50% de los
valores de referencia, con una prueba broncodilatadora estandar
negativa)'®. La estabilidad se definié como la ausencia de cambios
en la semiologia y/o la medicacion en los 3 meses precedentes al
estudio. Para evitar posibles interferencias con otros factores
asociados, se excluy6 a los pacientes con insuficiencia respiratoria

cronica (presidon arterial de oxigeno<60mmHg en reposo),
desnutricién (indice de masa corporal <20kg/m? y/o indice de
masa magra < 18 kg/m?), problemas cardiovasculares o neuromus-
culares, tratamiento con farmacos con efectos potenciales sobre la
estructura o funcibn musculares, y pacientes incluidos en
programas de rehabilitacion o con dificultades para una movilidad
normal. El estudio, de tipo transversal, se concibi6 de acuerdo con
los principios de la World Medical Association y fue aprobado por
el comité ético de nuestra institucion. Todos los pacientes
firmaron el consentimiento informado para participar en el
estudio.

Evaluacion funcional pulmonar y estudio nutricional. Se realiza-
ron una espirometria forzada con prueba broncodilatadora,
determinaciéon de volimenes pulmonares y resistencia de la via
aérea (pletismografia corporal), medicién de la transferencia del
monoxido de carbono y gasometria arterial, seglin técnicas
estandar y utilizando valores de referencia apropiados para la
poblacién local®> ", La evaluacién nutricional incluyé el calculo
del indice de masa corporal (antropometria) y del indice de masa
magra (bioimpedancia eléctrica).

Funcién muscular inspiratoria. Se evaluaron la fuerza y la
resistencia de los masculos respiratorios. La primera se evalud
mediante la determinacion de la presion inspiratoria maxima, en
maniobra estatica desde volumen residual, y empleando también
valores de referencia para poblacién local'®. La resistencia se
valoré determinando la presion inspiratoria maxima sostenible
(PIMS) y el tiempo de aguante ante una carga submaxima, para lo
cual se utilizé la prueba de cargas umbrales seglin el método
descrito con detalle en trabajos anteriores'®. Brevemente, en la
primera parte de la prueba los pacientes respiraron contra
resistencias inspiratorias incrementales (8 cmH,0 cada 2 min) de
tipo umbral hasta el fracaso. La maxima presion alcanzada se
defini6 como PIMS. En la segunda parte de la prueba, los pacientes
respiraron frente a una carga submaxima mantenida equivalente
al 80% de la PIMS, también hasta el fracaso. El tiempo en que se
mantuvo el esfuerzo ventilatorio se defini6 como tiempo de
aguante ante una carga submaxima.

Biopsias del miuisculo intercostal

Las muestras de miusculo se obtuvieron segln la técnica
descrita pormenorizadamente con anterioridad®. De forma breve,
tras anestesia local con lidocaina se practico una incision
horizontal, de unos 2 cm, a la altura del sexto espacio intercostal
y de la linea axilar anterior, bajo el limite inferior del musculo
pectoral. La muestra se extrajo con tijeras, en direccién paralela a
las fibras, tras lo cual se procedié a la sutura por planos. Una
porcion de la muestra se congelé rapidamente en nitrégeno
liquido y se almacend a -70°C, mientras que otra porciéon se
incluy6 en parafina.

Evaluacion de la lesion celular

La muestra parafinada se cortd en secciones de 3 um y se tifid
con hematoxilina-eosina. Se procedi6 entonces a la determinacion
por microscopia 6ptica (Olympus BX61, Olympus Life and Material
Science Europe GMBH, Hamburgo, Alemania) de la proporcion de
musculo anormal, siguiendo el método de recuento de puntos con
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gradilla®®, adaptado a muestras parafinadas. El area de musculo
anormal, considerada un buen reflejo del grado de lesi6on
estructural, se defini6 como el porcentaje de puntos en que se
identificaron los criterios estandarizados de alteracion estructural
respecto del ndmero total de puntos evaluados. Brevemente
dichos criterios fueron: ndcleos internalizados, nicleos detec-
tables en el espacio intersticial, depositos de lipofuscina, fibras
pequefias con angulos oblicuos o citoplasma basofilo, fibras
que contenian material necrético, y vasos?°. Se utilizaron
como referencias de normalidad las recogidas en la literatura
médica?®-%2,

Presencia de células inflamatorias

Se obtuvieron nuevas secciones de 3pum de la muestra
parafinada, que se sometieron a procedimientos inmunohistoqui-
micos estandar utilizando anticuerpos monoclonales especificos
para células inflamatorias; en concreto, el anti-CD45 (marcador
genérico leucocitario) y el anti-CD68 (marcador especifico de
monocitos/macroéfagos), clones PG-M1 2B11 y PD7/26 (Dako
Cytomation, Carpinteria, California, EE.UU.). De forma breve, las
secciones se montaron en portaobjetos pretratados con poli-L-
lisina, tras lo cual se procedi6 a su desparafinado y rehidratacion.
La reactividad ante los anticuerpos primarios se detect6 mediante
el método tradicional de avidina-biotina-inmunoperoxidasa
(equipo LSAB+HRP, Dako Cytomation Inc., Carpinteria, California,
EE.UU.). El anticuerpo primario se omitid6 en los controles
negativos. La positividad para CD45 y/o CD68, valorada por
microscopia optica con digitalizacion de la imagen, se expresa
en forma de células positivas por milimetro cuadrado. Se
utilizaron como referencias de normalidad las recogidas en la
bibliografia2®-22-24,

Expresion de los genes seleccionados

Se utiliz6 la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real, por sus caracteristicas de precision cuantitativa. Se
evaluaron los siguientes 12 genes mediante la determinacion de
sus transcriptomas (ARN mensajero) en el musculo:

e Citocinas: TNF-o y sus 2 receptores (TNFR1 y TNFR2), IL-1f, IL-6
e IL-10.

Tabla 1

e Marcador de células leucocitarias: integrina panleucocitaria
CD18.

e Marcadores de lesién o estrés celular: isoformas no adultas
de las cadenas pesadas de miosina, tanto embrionaria (MyHC-
emb) como perinatal (MyHC-peri).

e Genes ligados a la miogénesis: Pax7, M-Caderina y Mio-D.

Los detalles sobre la realizacion de la técnica se han descrito con
detalle en otra publicacién®. De forma muy breve, se extrajo el
ARN (método del TRIzol, Life Technologies, Frederick, Maryland,
EE.UU.), para a continuacién sintetizar el ADN complementario
(GeneAmp PCR system 2400, Perkin Elmer, Richmond, California,
EE.UU.). Tras la transcripcion inversa se efectuaron las reacciones
de PCR —sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM 7900HT y
analisis Tagman (Assays-on-Demand Gene Expression Products,
Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.— (tabla 1). Las
muestras se procesaron siempre por triplicado. Como gen control
endobgeno (housekeeping) se utilizo el de la B,-microglobulina, por
su gran estabilidad en el miisculo®®. Los datos se analizaron con el
programa Sequence Detector, version 2.1 (SDS 2.1), utilizando el
método comparativo estandar para cuantificacién relativa (Cy)?26.

Andlisis estadistico

Los datos se expresan como media+desviacion estandar. El
grado de relacion entre las variables cuantitativas se ha evaluado
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Se estableci6 la
significacion estadistica en un valor de p = 0,05.

Resultados
Caracteristicas clinicas y funcionales

Las caracteristicas de los pacientes, su estado nutricional, los
datos de funcion pulmonar y funcién muscular inspiratoria se
exponen en la tabla 2. De forma breve, los pacientes mostraron
una antropometria y composicion corporal dentro de la norma-
lidad, con una funcién pulmonar en la que destacaba la
importante obstruccion al flujo aéreo, con hiperinsuflacion
pulmonar, reduccion de la transferencia del mondxido de carbono
e hipoxemia ligera en reposo, sin hipercapnia. La funciéon muscular

Secuencia de las sondas utilizadas en cada caso para la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

Gen Identificacion del ensayo

Secuencia de la sonda (5’-3") Acceso Genbank

Citocinas y receptores

IL-1B Hs00174097_m1

IL-6 Hs00174131_m1

IL-10 Hs00174086_m1

TNF-o Hs00174128_m1

TNFR1 Hs00533560_m1

TNFR2 Hs00153550_m1
Miogénesis-reparacion

Pax7 Hs00242962_m1

M-Caderina Hs00170504_m1

Mio-D Hs00159528_m1
Lesion-estrés cellular

MyHC-emb Hs00159463_m1

MyHC-peri Hs00267293_m1
Marcador panleucocitario

CD18 Hs01051742_m1

Control endégeno (housekeeping)

B2-microglobulina Hs99999907_m1

TATGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCC NM_000576
ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG NM_000600
GCCTTTAATAAGCTCCAAGAGAAAG NM_000572
ATGTTGTAGCAAACCCTCAAGCTGA NM_000594
CCTGCTGCTGCCACTGGTGCTCCTG NM_001065
GAAGCCAAGGTGCCTCACTTGCCTG NM_001066
CTGGGCGACAAAGGGAACCGGCTGG NM_002584
GACTGATCGCTTCAGGCTAAGAGCG NM_004933
GGCGCCCAGCGAACCCAGGCCCGGG NM_002478
ACAACAGGACCCTGGTGGTCAAACC NM_002470
GATGTTGCAAAGGAGAGAAGCACTT NM_002472
GTGGATGAGAGCCGAGAGTGTGTGG NM-000211

AGTGGGATCGAGACATGTAAGCAGC NM_004048

CD18: integrina panleucocitaria; IL: interleucina; MyHC-emb: isoforma embrionaria de las cadenas pesadas de miosina; MyHC-peri: isoforma perinatal de las cadenas
pesadas de miosina; Pax7: Paired box gene; TNF-o: factor de necrosis tumoral alfa; TNFR1 y TNFR2: receptores 1y 2, respectivamente, del TNF-o.
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inspiratoria se hallaba afectada, con disminucién tanto de la
fuerza como de la resistencia.

Daiio muscular y presencia de células inflamatorias

Los signos de lesion fueron discretos (media+ desviacion
estandar: 1,38+1,09% de masculo anormal), fundamentalmente
a expensas de la presencia de ntcleos internalizados. Respecto a
las células inflamatorias, su nimero era también relativamente
bajo (2,38+2,32mm?), con una ligera tendencia a guardar una
relacion inversa con la funcion muscular inspiratoria. Dicha
relaciéon inversa si resultd significativa para la expresion del
marcador genético panleucocitario CD18, tanto con la fuerza como
con la resistencia de los masculos inspiratorios (fig. 1a).

Expresion de genes relacionados con las citocinas y la miogénesis

La expresion de las diversas citocinas inflamatorias no mostrd
relaciones significativas con las variables funcionales. Por el
contrario, la del receptor TNFR2 si se relacionaba directamente
con la resistencia de los musculos inspiratorios (fig. 1b). Por su
parte, la expresion de los 2 receptores de TNF-o se relaciond
directamente tanto entre si (tabla 3) como con la de las diversas

Tabla 2
Caracteristicas de los pacientes

Datos generales y evaluacion nutricional

Edad (afios) 67+6
IMC (kg/m?) 26,4+3,9
IMM (kg/m?) 19,8+13
Funci6én pulmonar
FEV; (% ref.) 31+10
FEV;/FVC (%) 4349
RV/TLC (%) 65+10
DLco (% ref.) 57+16
Pa0, (mmHg) 7249
PaCO, (mmHg) 42,2431
Funcién muscular inspiratoria
PIM (% ref.) 61+21

PIMS (cmH,0)
Tlim (min)

—45+13 (VNL >—55)
12,4+ 6,6 (VNL > 15)

Los datos se presentan como media +desviacion estandar. DLCO: transferencia del
monoéxido de carbono; FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo;
FVC: capacidad vital forzada; IMC: indice de masa corporal; IMM: indice de masa
magra; PaCO,: presion parcial de anhidrido carbdnico en sangre arterial; PaO,:
presion parcial de oxigeno en sangre arterial; PIM: presion inspiratoria maxima;
PIMS: presién inspiratoria maxima sostenible; RV: volumen residual; TLC:
capacidad pulmonar total; Tlim: tiempo de aguante inspiratorio; VNL: valores
normales en nuestro laboratorio.
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moléculas seleccionadas de los programas de reparaciéon/mioge-
nia (fig. 2 y tabla 3).

Respecto de las relaciones entre la expresion de citocinas y la
presencia de lesion, la de TNF-a se relacion6 directamente tanto
con el dafio general (fig. 3a y tabla 3) como con la presencia
especifica de ntcleos intracelulares (r = 0,575, p<0,01). También
se observd una relacion directa (tabla 3) de la expresion de
los marcadores genéticos de dafio tanto entre si (MyHC-emb y
MyHC-peri) como con los marcadores de regeneracion (p. ej.,
M-Caderina con MyHC-emb y con MyHC-peri). Ademas, estos
Gltimos mostraban una relacion interna directa (p. ej., M-Caderina
con Pax7 y con Mio-D) (fig. 3b y tabla 3).

Discusion

El hallazgo fundamental de este trabajo son las estrechas
relaciones observadas en la expresion de 2 grupos de genes
aparentemente dispares en su funcién —los relacionados con la
actividad de las citocinas y aquéllos ligados a los programas de
miogénesis/reparacion—, en los musculos respiratorios de pa-
cientes con EPOC. Ademas se confirman la lesién de la estructura
muscular y la relativa ausencia de células inflamatorias.

La observacion de un pequefio porcentaje de misculo con
signos de lesiénZ°-2? corrobora hallazgos anteriores de nuestro
grupo. En estos trabajos previos, en los que se utilizaron otras
técnicas histologicas, también se observaron alteraciones estruc-
turales en diferentes musculos respiratorios de los pacientes con
EPOC??7, Los resultados del presente estudio coinciden igualmen-
te con nuestras observaciones previas en modelos animales, seglin
las cuales el aumento de cargas ventilatorias puede inducir lesion
muscular?®2°,

Este trabajo también amplia hallazgos anteriores de nuestro
grupo sobre la presencia de citocinas en los misculos. Por un lado,
la expresion de estas sustancias y de sus receptores, en ausencia
de un niimero significativo de células inflamatorias?°22-24, hace
probable un origen mayoritariamente muscular. Hoy dia esta claro
que las fibras son capaces de sintetizar diversas citocinas, que
actuarian de forma autocrina/paracrina®°32, Sin embargo, no
puede descartarse totalmente una sintesis por parte de otras
estirpes celulares, como las células sanguineas. El papel de las
citocinas en los misculos no estd todavia claro. Se sabe que
promueven la pérdida de proteinas y que ejercen una accién
nociva directa sobre la contraccién®®. Por otra parte, su aparicién
tras ejercicios intensos y/o lesién musclar’~ invita a pensar que
desempeiian un papel relevante en la reparaciéon. En el mismo
sentido, estudios recientes han demostrado que la ausencia
de receptores de TNF-oo condiciona una reparacion muscular

a 120 80 b g
r=-0.614 e r=-0.462 r=-0.496
100 o p<0.01 ° o p<0.05 O p<0.05
e ~ 60— 60 °© o
~ o °oe o)
8 80 5 IN (6] ON e ..
2 o e O e
a =) ° Qe 0 = O e
L 60 & L 40 ° PR o 407 e go;
= 6. 2 00 o o s | s o
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g 40 ° = o o | 2 o o
) 20 A 20 ®
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Figura 1. a) Relaciones entre la fuerza —representada por la presién inspiratoria maxima (PIM)— y la resistencia —expresada por la PIM sostenible (PIMS)— de los
masculos inspiratorios y la expresién del marcador leucocitario (CD18), y b) relacion entre la resistencia muscular y la expresion del receptor 2 del factor de necrosis

tumoral alfa (TNFR2). ua: unidades arbitrarias.
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Tabla 3
Correlaciones entre las diversas variables bioldgicas
TNFR1 (ua) TNFR2 (ua) IL-1B (ua) IL-6 (ua) Misculo MyHC-emb  MyHC-peri Pax7 (ua) M-Caderina  Mio-D (ua)
anormal (%) (ua) (ua) (ua)
TNF-o (ua) r = —0,049 r = 0,356 r=-0,12 r=-0,13 r=0,518 r= 0,189 r = 0,192 r = 0,160 r=0,121 r = 0,104
p=0815 p=0,08 p = 0,563 p=0536 p =001 p=0365 p=0,359 p = 0,445 p = 0,565 p=0621
TNFR1 (ua) r= 0,456 r= 0,147 r= 0,054 r=0,139 r = 0,004 r=0,033 r= 0,650 r=0,678 r= 0,208
p<0,05 p = 0,484 p = 0,796 p=0517 p = 0,986 p=0,876 p<0,001 p<0,001 p=0318
TNFR2 (ua) r = 0,295 r= 0,364 r=0,111 r=0,278 r=0,272 r= 0,395 r = 0,409 r=0/418
p = 0,152 p = 0,07 p = 0,604 p=0,178 p=0,188 p = 0,05 p<0,05 p<0,05
IL-1B (ua) r=0,559 r=-0,04 r=-038 r=-018 r=-015 r=-033 r=-0,09
p<0,01 p=0,838 p=0,06 p=0385 p = 0,479 p=0,107 p=0,677
IL-6 (ua) r = 0,140 r=-0,04 r=-0,09 r=-0,03 r=-0,19 r=-0,09
p=0,514 p =0,857 p = 0,647 p=0,880 p=0,364 p = 0,660
Misculo r= 0,079 r= 0,016 r= 0,015 r=0,177 r = 0,299
anormal p=0,715 p = 0,942 p=0944 p = 0,407 p = 0,155
(%)
MyHC-emb r=0,773 r = 0,196 r = 0,402 r=0,138
(ua) p<0,001 p = 0,349 p<0,05 p = 0,511
MyHC-peri r=-0,04 r=0,373 r=0,319
(ua) p=0,861 p=0,06 p=0,121
Pax7 (ua) r = 0,661 r = 0,200
p<0,001 p=0,338
M-Caderina r=0,553
(ua) p<0,01
ua: unidades arbitrarias; resto de abreviaturas en tabla 1.
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Figura 2. Relaciones directas observadas entre la expresion de los 2 receptores del factor de necrosis tumoral alfa (TNFR1 y TNFR2) y las diversas moléculas ligadas a los
programas de reparacion/miogénesis (Pax7, M-Caderina y Mio-D). NS: no significativo; ua: unidades arbitrarias.

defectuosa!®!, ya que su activacién resulta imprescindible para la

diferenciacion miogena. Nuestros resultados, que muestran una
relacion estrecha entre la expresion de los receptores del TNF-o. y
la de factores mibgenos en los mdsculos intercostales de los
pacientes con EPOC, parecen apuntar en esta Gltima direccion.
Similar interpretaciéon puede darse a la relacién directa observada
entre la expresion de dichos receptores y la funcién muscular®?.
Todo ello apunta a que las citocinas locales desempefian un papel
relevante en la reparacién y preservacion funcional del misculo.

El mecanismo de estimulacion de la sintesis de citocinas en los
musculos respiratorios no esta todavia claro, pero probablemente
dependa de la actividad previa, presencia de lesion celular y/o
apoptosis”®3334, En este sentido, se ha observado la sobreexpre-
sion de estas sustancias en el diafragma de ratas sometidas a
cargas respiratorias aumentadas® o a enfisema experimental®*,

En cuanto a las limitaciones del estudio, éste se ha centrado en
explorar las relaciones de los diversos fenomenos biol6gicos en
pacientes con EPOC. No se ha realizado una comparacién con un
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Figura 3. a) Relaciones entre la expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la proporcién de masculo anormal (indice de lesion muscular), y b) relaciones
internas entre diversos marcadores de activacion miégena: M-Caderina con Pax7 y con Mio-D. ua: unidades arbitrarias.

grupo control fundamentalmente por 2 razones. En primer lugar,
porque el objetivo especifico del estudio era explorar las
relaciones entre el daflo muscular, la expresion de citocinas y la
activacion de programas de reparaciéon en el masculo de los
propios pacientes. Esto, unido a la relativa agresividad del
procedimiento, no justificaria la inclusion de personas sanas. En
segundo lugar, porque nuestro grupo ya ha publicado estudios en
que se realiza la comparacién con un grupo control?? y se dispone
de valores que pueden utilizarse como referencia®®~4, Por tltimo,
en las personas sanas y en circunstancias normales, los programas
de reparacion muscular permanecen relativamente inactivados.

Por otra parte, se decidi6 analizar el intercostal externo, que no
se considera el principal mdsculo inspiratorio, debido a nuestro
deseo de excluir cualquier comorbilidad. Es conocido que las
muestras de diafragma se obtienen habitualmente de personas a
quienes se realizan intervenciones quirtrgicas por enfermedad
grave asociada.

Por altimo, es cierto que la técnica utilizada para valorar la
expresion de los genes (PCR en tiempo real) no permite asegurar
su origen celular. Sin embargo, dicha técnica es la mas adecuada
para el objetivo principal del presente trabajo, que era evaluar
cuantitativamente su expresion.

En resumen, este trabajo confirma la presencia de lesion
celular, aunque de escasa cuantia, en el misculo intercostal
externo de pacientes con EPOC, al tiempo que demuestra
concentraciones bajas de células inflamatorias y una estrecha
relacion entre la expresion de los receptores de TNF-o y la
activacion de programas de miogénesis. Esto Ultimo induce a
pensar que dicha citocina desempefia un papel relevante en la
reparacion y remodelacion de los musculos respiratorios de los
pacientes con EPOC.
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