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La evaluacién morfolégica de los musculos respiratorios
puede verse alterada por la contraccién muscular posterior a
la toma de biopsias. No obstante, la mayoria de trabajos de
morfometria de los misculos respiratorios se han realizado
sin tener en cuenta este factor. La utilizacién de sustancias
relajantes durante el procesamiento de las muestras puede
disminuir este artefacto. El objetivo fue evaluar los cambios
inducidos por una sustancia relajante en el analisis morfomé-
trico de las fibras musculares. Método: Se evaluaron 31 mues-
tras musculares procedentes de 7 pacientes. Inmediatamente
después de su extraccién, cada pieza fue dividida en dos
porciones. Una fue transportada en una solucién fisiolégica
isotdnica, y la otra en una solucién de curare al 0,02%. Poste-
riormente, ambas muestras fueron procesadas para el estudio
morfométrico mediante tincion de ATPasa, NADTH y PAS.
El anilisis morfolégico de los diferentes tipos de fibras inclu-
v6 la valoracién del didmetro minimo (D), indices de atrofia
(IA) e hipertrofia (IH) y la heterogeneidad de la distribucién
(SDpin)- Resultados: El D, de las fibras transportadas en
solucién de curare fue menor que el de las transportadas en so-
lucion fisiolégica (67 + 2 pum frente a 71 + 2 pm, p < 0,05).
Lo mismo sucedié con la SDyy;, (13 + 3 frente a 12 £ 3,
p < 0,05) y el IH (300 * 88 frente a 457 + 107, p < 0,05).
Asimismo, se observé una correlacién directa entre el tamaifio
de las fibras procesadas con solucién fisioldgica y el de las
procesadas con solucién de carare (D, r = 0,731, p < 0,001;
IH, r = 0,827, p < 0,001; SDp,;, ¥ = 0,636, p < 0,0001).
Conclusion: La utilizacién de sustancias relajantes en el pro-
cesamiento de muestras musculares consigue evitar el artefac-
to de contraccion y debiera utilizarse sistemdticamente en el
analisis morfoligico de las fibras musculares. Dado que los
valores de referencia han sido obtenidos fundamentalmente de
caddveres, los trabajos in vivo deben temer en cuenta este
factor.
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Muscle relaxants in the morphometric study
of human respiratory muscle

The morphological examination of respiratory muscle can
be affected by muscular contraction following biopsy. Most
morphometric studies of respiratory muscles, however, have
been carried out without taking into account this factor, the
effect of which can be reduced by using relaxants when taking
samples. Objective. To examine the effect of using a relaxant
in the morphometric analysis of muscle fibers.

We examined 31 muscle samples from 7 patients. Immedia-
tely after removal, each piece was divided in half. One was
placed in an isotonic physiological solution and the other in a
solution of curare 0.02%. Later, both samples were processed
for morphometric study with ATP-ase, NADTH and PAS
tincture. Morphological data recorded for the different types
of fibers included measurement of minimum diameter (D),
atrophy and hypertrophy indices (AI and HI) and heterogene-
city of distribution (SDppin)-

The D,,;, was smaller in fibers transported in a curare
solution than in those transported in physiological solution
(67 £ 2 pumvs. 71 = pum, p < 0.05). The same was true of
SDpmin (13 = 3vs.12 * 3, p < 0.05), HI (300 + 88vs.457
107, p < 0.05). Likewise, we found a similar direct correla-
tion between size of fibers processed with physiological solu-
tion and those processed in curare (D ;,, r = 0.731, p < 0.001;
HI r = 0.827, p < 0.001; SDy i, T = 0.636, p < 0.0001).

The use of relaxants in processing muscle samples prevents
contraction and should be used systematically in the morpho-
logical analysis of muscle fibers. Given that reference values
have been obtained mainly from cadavers, in vivo studies
should be performed with this difference in mind.
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Introduccién

En los ultimos afios, se ha destacado el papel de los
musculos respiratorios en el desarrollo de insuficien-
cia ventilatoria'. Asi, se han realizado numerosos
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estudios que han intentado evaluar la funcién de estos
musculos, v su eventual relacién con la estructura
fibrilar. Generalmente, las muestras para el estudio
morfol6gico se han obtenido de autopsias* o de pa-
cientes sometidos a toracotomia®®. En el primero de
los casos son evidentes las interferencias que pueden
crear los fendmenos que rodean a la muerte celular.
Por otra parte, la evaluacién morfoldgica de los
musculos respiratorios obtenidos in vivo puede verse
alterada por la contracciéon muscular posterior a la
toma de biopsias. Sorprendentemente, la mayoria de
autores ha obviado este problema’®. En algunos casos
han utilizado medios fisicos (estiramiento y fijacion
tras extraccidn) para minimizar la contraccion®® 10, La
utilizacién de sustancias relajantes durante el procesa-
miento de las muestras podria disminuir el artefacto
de contraccion. Algunos autores han utilizado la solu-
cion de Krebs con este propdsito en modelos anima-
les'!12. Sin embargo, no se conoce la verdadera rele-
vancia del posible artefacto de contraccién, y no se
han utilizado sustancias relajantes en el procesamien-
to de muestras musculares respiratorias procedentes
de pacientes. El objetivo de este trabajo es doble,
evaluar la cuantia de dicho artefacto, y validar la
utilizacién de una solucién de curarina en el andlisis
morfométrico de estos musculos.

Método

Poblacion y material

Se evaluaron un total de 31 grupos de fibras, correspon-
dientes a 14 muestras de musculo, obtenidas de 7 pacientes
tributarios de toracotomia por la existencia de una neoplasia
pulmonar en estadio I (54 £ 3 anos, FEV, 58 + 19% ref),
procedentes de un estudio mds amplio de morfometria en
los musculos respiratorios y funcién pulmonar. Como
musculos respiratorios se escogieron el diafragma e intercos-
tales externos, y también se proceso el musculo control, en
este caso el cuddriceps. Previamente a su inclusion en el
estudio se obtuvo un consentimiento firmado de cada uno
de los pacientes.

Método

Las muestras respiratorias fueron obtenidas durante la
toracotomia realizada en relacioén a la patologia neoplasica
de los pacientes. Inmediatamente después de su extraccion,
cada pieza de biopsia fue dividida en dos porciones. Una de
ellas fue procesada mediante la técnica habitual. Es decir,
transportada tras la fijacion de sus extremos mediante sutu-
ra e inmersién en una solucidn fisiologica isoténica. La otra
fue colocada en una gasa empapada con una solucion de
curare al 0,02% (154 mM/1). Esta dilucién permite el blo-
queo de los receptores muscarinicos!3. El resto del procesa-
miento fue idéntico para las dos muestras. Es decir, con
posterioridad ambas fueron fijadas en isopentano enfriado
sobre N2 liquido. Mas tarde se procedié a la tincidén con
ATPasa (a diferentes niveles de pH: 9,4, 4,6 y 4,2), NADTH
y PAS. Para el analisis morfoldgico de los diferentes tipos de
fibras (I, I y IIa) se utiliz6 la medicién del didmetro minimo
(Dmin)» la valoracién de los indices de atrofia (IA) e hiper-
trofia (IH) y el grado de heterogeneidad de la distribucién
(SDppin)- El didmetro minimo fue escogido por ser el que
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Fig. 1. Expresion de las diferencias entre el didmetro minimo (D) (@) y
el indice de hipertrofia (5) de las fibras procesadas utilizando solucién
salina y solucién con curare al 0,02%. Los valores individuales apare-
cen representados como puntos y el valor medio como una linea. La
columna de la izquierda refleja los valores obtenidos mediante el
procesamiento con solucién salina. La columna de la derecha repre-
senta los valores obtenidos mediante el procesamiento con solucién de
curare.

menos se afecta por el dngulo del corte. Los indices de
atrofia e hipertrofia confieren “pesos” sucesivos a aquellas
fibras que se encuentran en los extremos de la distribucién y
mas alld de los limites considerados normales!4.

Andlisis estadistico

Para la estadistica descriptiva se ha utilizado la media y
desviacion estandar de ésta. Para probar la normalidad de la
distribucidén en cada variable se ha usado la prueba de
Kolmogorov-Smirnoff. En caso de tratarse de variables con
distribucién normal, las comparaciones se realizaron me-
diante el text de t para datos apareados. La prueba de
Wilcoxon se utiliz6 para el mismo propdsito en variables
sin distribucién normal. Se consideré significativa una
p < 0,05.

Resultados

Todas las muestras musculares se encontraban
constituidas por los dos tipos cldsicos de fibras, dis-
puestas en el tipico patrén en “mosaico”. Es decir, no
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existian agrupaciones fibrilares andmalas. La distribu-
cidn de porcentajes para cada fibra fue similar en las
muestras procesadas con y sin curare (sin curare, tipo
I, 51 + 5%y tipo 1I, 49 £ 5%; con curare, tipo I 51 *
2% y tipo I 49 + 2%).

El Dy de las fibras transportadas en solucién fisio-
logica consideradas globalmente fue de 71 + 2 um,
mientras que el de las transportadas en solucién de
curare fue significativamente menor (67 = 2 um, p <
0,05) (fig. 1a). Las fibras transportadas en solucién de
curare también presentaban un IH menor (300 + 88
frente a 457 + 107, p < 0,05) (fig. 1b), aproximéndo-
se a los valores de normalidad (250-300). La desvia-
cion estandar (DEp,,;,) de la distribucién correspon-
diente a cada grupo de fibras, que expresa la hetero-
geneidad en su tamaifio, también disminuyé con
el procesamiento con curare (13 + 3 frentea 12 + 3,
p < 0,05). Sin embargo, el andlisis del IA (cuya distri-
bucion no era normal) no demostré cambios significa-
tivos, a pesar de la notable diferencia entre sus medias
(53 = 15 frente a 102 *+ 49, p = 0,5).

Por otra parte, tanto el Dy como el IH y el SDp.;,
de las fibras procesadas en solucion salina mostraron
una buena correlacién con los mismos pardmetros
obtenidos tras el procesamiento con curare (Dyy, T =
0,731, p < 0,001; IH, r = 0,827, p < 0,001; DEp,,...»
r=10,636, p < 0,0001) (fig. 2). El IA no mostro corre-
lacion.

Discusiéon

El hallazgo mas relevante de este trabajo es la ob-
tenciéon de diferencias importantes en lo que respecta
al tamaiio de las fibras musculares respiratorias, seglin
el procesamiento incluya o no una solucién con pro-
piedades relajantes. En concreto, el didmetro de las
fibras es menor cuando se evita el artefacto de con-
traccion. Ademads, la diferencia también afecta al ex-
tremo de la distribuciéon (IH) y, ligeramente, a su
grado de heterogeneidad (DE,,;,). El primero de estos
fen6menos, probablemente pueda explicarse por el
hecho de que la contraccion muscular determina un
acortamiento de las fibras, que a su vez provoca un
aumento del didmetro de las mismas. Las diferencias
en el IH probablemente se expliquen de un modo
similar. Este ultimo hallazgo es especialmente impor-
tante, ya que en trabajos precedentes se ha relaciona-
do la hipertrofia muscular con el deterioro de la fun-
cidén respiratoria. A tenor de los resultados del presen-
te estudio, estos resultados podrian ser discutidos. En
efecto, los valores obtenidos con curare y en pacientes
con EPOC, se acercan a la normalidad. La menor
dispersion de la muestra de fibras cuando se utiliza
curare probablemente se deba a que se consigue una
relajacion homogénea. Cuando no se usa el relajante,
cabe pensar que el artefacto de contraccidn afecta en
grado diverso a las diferentes fibras.

La ausencia de cambio en cuanto al IA podria expli-
carse por la amplia dispersion de valores en esta va-
riable. Ademds, se recomienda desechar para el anali-
sis morfométrico aquellas fibras tan pequefias que han
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Fig. 2. Expresion de la correlacién existente entre los parimetros
obtenidos de las fibras procesadas con solucion salina y las procesadas
en solucién de curare al 0,02%: a) D, r = 0,731, p < 0,001; &) IH,
r = 0,827, p < 0,001, ¢) DEj ..., T = 0,636, p < 0,0001.

perdido su aspecto poligonal. Esta premisa, que es util
habitualmente, también puede haber influido en los
resultados.

Un punto a tener en cuenta es que la muestra no
debe ser sumergida totalmente en la solucién de cura-
re, ya que esto determina la inbibicién de las fibras,
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con distorsion de su morfologia por la presencia de
cristales durante el proceso de congelacion. Por el
contrario, la muestra debe ser colocada en una gasa
empapada con dicha solucion.

En resumen, la utilizacién de sustancias relajantes a

bajas concentraciones, como medio de transporte de
las fibras musculares, consigue evitar el artefacto
de contraccién y debiera utilizarse sistemdticamente
para el andlisis morfométrico.
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