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Los resultados expuestos en este trabajo, que pasaremos a discutir a continuación, se

pueden resumir en dos vertientes fundamentales.

1- Un resultado metodológico que contempla la valoración de la técnica de detección de

acúmulos de fibronectina intracelular como una medida de daño de membrana.

2- Un resultado de aplicación que nos permite valorar los cambios inducidos en cuanto a

“remodelación muscular”, inducción de daño de membrana y expresión de citocinas

inflamatorias y anti-inflamatorias,  en los músculos respiratorios y no respiratorios del

organismo, como consecuencia de la aplicación de cargas inspiratorias resistivas

crónicas de baja intensidad, similares a las que padecen pacientes con enfermedades

obstructivas respiratorias.

6,1- ESTUDIO 1.- VALIDACIÓN DE LA TÉCNICA DE DETECCIÓN DE

FIBRONECTINA INTRACELULAR, EN LA EVALUACIÓN DEL DAÑO DE

MEMBRANA.

Este estudio demuestra que, aunque las dos técnicas comparadas en nuestro trabajo se

basan en diferentes principios biológicos, (una utiliza la difusión pasiva de una sustancia

colorante de bajo peso molecular y, la otra utiliza el principio de reconocimiento antígeno-

anticuerpo), sus resultados son muy similares.

La técnica de determinación de Proción orange está basada en la identificación de una

sustancia con propiedades fluorescentes dentro de las fibras dañadas. Después de una

inducción endovenosa del colorante éste entra en las fibras con disrupción de membrana a

través de los pequeños poros que se forman en la membrana y las fibras que permiten la

entrada del colorante son identificadas  a través de un microscopio de epifluorescencia. Esto

nos brinda una información cuantitativa y cualitativa de la permeabilidad del sarcolema.

El bajo peso molecular del Procion orange (PM 631) nos permite identificar fibras que

presenten poros de membrana muy pequeños. Esto aumenta la sensibilidad de la técnica a

la hora de determinar fibras dañadas. Sin embargo, esta técnica presenta varios

inconvenientes: Primero, no puede ser utilizada en pacientes debido a la toxicidad del

colorante. Segundo, tampoco se puede utilizar en modelos animales longitudinales en los

que se desee cuantificar el porcentaje de fibras dañadas antes de comenzar el protocolo

experimental.
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La identificación de los acúmulos de fibronectina dentro de las fibras musculares utilizando

anticuerpos específicos es uno de los métodos alternativos. Sin embargo, hasta la fecha no

había sido validada frente a la técnica de referencia. La fibronectina es una proteína

extracelular, que tiene la función principal de unir a través de sus receptores anclados en el

plasmolema las fibras de colágeno a la fibra muscular, conformando con ello los espacios

interfibrilares. Esta proteína no se encuentra dentro de la fibra muscular y, su identificación

dentro de la misma indica que ella ha podido migrar hacia el interior a través de poros o

disrupciones en el sarcolema.

Es posible hipotetizar que el daño detectable en la membrana de las fibras que presentan

acúmulos de fibronectina tenga que ser de una magnitud mayor debido al elevado peso

molecular de la proteína (aproximadamente 500 KD). Sin embargo, en nuestro estudio

hemos encontrado que ambas moléculas marcan las mismas fibras al analizar cortes

consecutivos del tejido. Nosotros suponemos que este hallazgo se puede deber a dos

cosas. Por un lado, una vez que ocurre daño y la consecuente formación de poros en la

membrana, estos poros serán de una dimensión tal que permitan entrar ambos tipos de

moléculas al interior de la fibra. O, por otro lado, el daño producido en el músculo y la

inflamación del tejido produzcan hidrólisis parciales de la molécula de fibronectina en los

espacios interfibrilares para permitir la migración de células leucocitarias, y  entonces, estos

fragmentos producidos a partir de la hidrólisis de la fibronectina serán los que penetren a

través de los poros presentes en la membrana. Sin embargo, sea cual sea la causa, ambas

técnicas son capaces de identificar las mismas fibras con daño de membrana.

Por otro lado, la técnica inmunohistoquímica para cuantificar el daño de fibras musculares

utilizando la detección de acúmulos de fibronectina intrafibrilar nos permite valorar el

porcentaje de daño inicial y final que tienen el músculo, así como conocer si lo deseáramos,

el porcentaje de fibras dañadas en diferentes momentos del modelo experimental solamente

con realizar una biopsia del músculo.

Otras técnicas usadas para observar el daño de membrana en las fibras musculares, in vivo

o in vitro, utilizan la determinación inmunohistoquímica de desmina, una proteína de

localización intracelular de aproximadamente 55 KD de peso molecular. La salida de esta

sustancia de las fibras musculares es también una inferencia de la presencia de poros en la

membrana fibrilar. Otras determinaciones, como las mediciones de proteínas estructurales

(ej. mioglobina, troponina I, fracciones de cadena pesada de miosina), del flujo enzimático

(creatina quinasa o lactato deshidrogenasa), así como la detección de albúmina en el
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citoplasma, pueden indicar la presencia de daño en la fibra muscular.  Existen además otros

marcadores como el Lanthanum (La3+), recaptación de peroxidasa, rutenio y tinción con

trifluoperazina que se han utilizado para determinar el daño de membrana en las fibras

musculares (West-Jordan, 1991; Crenshaw, 1994). Pero aunque algunas de estas técnicas

mantienen su aplicación en la clínica, muchas han sido progresivamente abandonadas en

investigación por diversos motivos.

Existe un creciente interés durante los últimos años en conocer el papel que desempeña el

daño de sarcolema de las fibras en el proceso de remodelación muscular (Zhu, 1997;

Goldspink, 1999). El daño de sarcómeras y de membrana fibrilar observado en los músculos

esqueléticos después de la realización de ejercicios moderados, está descrito en la literatura

(Zhu, 1997). Es importante destacar que estos fenómenos coexisten con otros procesos

internos de la fibra muscular como la regulación positiva de los genes codificadores de las

isoformas MyHC I, proteína miofibrilar esencial para la contracción muscular (Gea, 2000).

En este sentido puede haber dos explicaciones, el daño de membrana puede ser un

prerequisito para el cambio, en cuanto a la expresión de los genes de miosina que codifican

las diferentes isoformas, o puede ser un suceso no relacionado que ocurre simultáneamente

(Gea,1997). Sin embargo, hasta el presente, el papel que desempeña el daño del sarcolema

en el proceso de remodelación es poco conocido. El conocimiento de esta relación entre el

daño y los procesos de la remodelación muscular, puede tener implicaciónes clínicas

potenciales desde el punto de vista del entrenamiento y la rehabilitación.

En resumen, en este trabajo se ha demostrado que la determinación de fibronectina

intracelular como medida de daño fibrilar es comparable a los resultados obtenidos en la

técnica de determinación de Procion orange para el mismo fin. Y además, esta técnica de

determinación de fibronectina intracelular nos permitiría determinar el daño en humanos, y

conocer los porcentajes de daño inicial o intermedios en protocolos de investigación

longitudinales, ambas cosas son imposibles con la técnica de Procion orange.

6,2- ESTUDIO 2.  ANÁLISIS DE LOS CAMBIOS INDUCIDOS EN LAS FIBRAS

MUSCULARES COMO CONSECUENCIA DE LA APLICACIÓN DE CARGAS

INSPIRATORIAS RESISTIVAS.

No hemos encontrado en la bibliografía documentación alguna sobre valores morfológicos

de las fibras de músculos respiratorios en los perros de raza Beagle. Tampoco existe mucha

documentación sobre otros músculos, si tenemos en cuenta que son una de las pocas razas
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permitidas para el uso en modelos experimentales caninos dentro de las normas vigentes de

regulación de animales en la Comunidad Económica Europea, autonómica y estatal.

Es por esta razón que nos permitimos destacar, haciendo un breve paréntesis, los datos

iniciales obtenidos en estos animales, con el fin de que puedan servir de referencia de los

músculos estudiados en otros trabajos que utilicen modelos caninos similares al nuestro.

Los valores iniciales obtenidos en este trabajo en cuanto a la tipificación de fibras I y II,

tamaño de las fibras I y II, porcentaje de isoformas de MyHC I y II, porcentaje de fibras

híbridas y porcentaje de daño de membrana fibrilar, están obtenidos de todos los animales

incluidos en el estudio al inicio en los tres músculos estudiados. Los valores morfométricos

están determinados en tejido preservado en parafina lo que hace que sirvan de referencia o

sean comparables con tejidos preservados de la misma forma (tabla resumen I. Pág. 78).

En todos los músculos estudiados predominan las fibras de tipo I sobre las fibras de tipo II.

Sin embargo, el porcentaje de fibras tipo I más elevado lo tiene el músculo vasto interno. Los

porcentajes relativos de ambas isoformas de MyHC se comportan de una manera similar a

los porcentajes de los tipos de fibras. Esto es coherente dado que la isoforma predominante

de MyHC es la que confiere las propiedades a las fibras. Esto se hace evidente cuando se

tipifican las fibras por métodos inmunohistoquímicos utilizando los anticuerpos específicos

contra cada isoforma de MyHC.

Como ya se ha señalado en el capítulo de resultados, los resultados obtenidos referentes a

la composición fibrilar y la relación porcentual de las isoformas de MyHC son coherentes con

los tipos de funciones que realizan estos músculos. El músculo vasto interno presenta más

fibras tipo I, esto se debe probablemente a su función en la postura corporal y en la

locomoción, y la relación entre ambas isoformas de MyHC es de 70:30. Mientras que la

relación tipo I vs tipo II, en los músculos respiratorios, es de una proporción aproximada de

50:50. Esta distribución de isoformas de MyHC I y II es similar a la encontrada, en

condiciones normales, en los mismos músculos en el hombre.

El tamaño de los tipos I y II de las fibras musculares son similares en el diafragma; sin

embargo, en el músculo intercostal externo se aprecia un aumento significativo del tamaño

de las fibras tipo II, mientras que en el vasto interno el aumento significativo se encuentra en

el tamaño de las fibras I. Nosotros no esperábamos encontrar diferencias entre los músculos

respiratorios, sin embargo, a pesar de que ambos músculos estan descritos como
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principales inspiratorios, es posible que en este animal (López de Silane, 1995), los

intercostales externos tengan un papel más destacado durante la inspiración. De hecho se

sabe que los intercostales son progresivamente reclutados en las situaciones que implican

un aumento de la demanda (De Troyer, 1985, 1992 a y b; DiMarco, 1990; De Troyer y

Farkas, 1994).

Los valores porcentuales obtenidos en este trabajo en cuanto a la cantidad de fibras que co-

expresan las dos isoformas de MyHC (fibras híbridas) y fibras con daño de membrana son

muy bajos en el momento inicial. Estos resultados son probablemente los que cabe esperar

debido a los procesos de recambio de fibras que tiene lugar en el músculo esquelético

(Orozco-Levi, 2001).

6,2,1- Alteraciones en la permeabilidad de membrana como consecuencia de las

cargas inspiratorias resistivas.

Los músculos respiratorios comparten la característica con el resto de los músculos

esqueléticos del organismo de responder modificándose ante un entrenamiento (Reid y

Samrai, 1995; McCool y Tzelepis, 1995). A su vez los músculos respiratorios tienen una

función fundamental para el organismo que es la de posibilitar el intercambio de gases

esencial para la vida. Esta característica de los músculos respiratorios les confiere una

importancia especial que hace  necesarios todos los esfuerzos para esclarecer los

mecanismos de daño y remodelación muscular que ocurren en dichos músculos al ser

sometidos a cargas. Estas cargas respiratorias se hallan presentes en diferentes patologías

respiratorias.

Estudios realizados para analizar los mecanismos de daño y recuperación de fibras

musculares, así como la remodelación muscular en modelos experimentales han

evidenciado que, después de producir contracciones mecánicas concéntricas (Fridén y

Lieber, 1998), ejercicios con cargas variables (Lynn y Morgan, 1994), y contracciones

provocadas durante estiramientos forzados pleiométricas o excéntricas (Komulainen, 1998),

aparecen alteraciones en la célula dando lugar a diferentes fenómenos como: degeneración

del citoplasma, disrupciones en las membranas del sarcolema, mitocondrias y retículo

sarcoplasmático, desorganización de las miofibrillas (incluyendo roturas en las bandas Z,

pérdida en la alineación de los miofilamentos, etc.), así como pérdida de desmina y otras

proteínas del citoplasma (Fridén y Lieber, 1998). De igual forma se ha encontrado daño de

las fibras musculares después de ejercicios en animales y en humanos (Armstrong, 1990;

Evans y Cannon, 1991).



                                                                                                                                                                          DISCUSIÓN

120

En estudios sobre patologías respiratorias, y patologías degenerativas del sistema nervioso

y muscular también se han descrito daño y necrosis de las fibras musculares. Un número

relativamente elevado de fibras musculares dañadas han sido observadas en músculos

respiratorios de pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (Grassino, 1989;

Hards, 1990; Orozco-Levi , 1994). Por otro lado, también se ha descrito la presencia de

bandas de necrosis muscular en niños y adultos que fallecen por muerte súbita y pacientes

que fallecen por un estatus asmático (Silver y Smith, 1992). Estas bandas están

probablemente producidas por las sobrecargas inspiratorias que sufren estos pacientes.

Al igual que en los estudios anteriores, la aplicación de cargas resistivas inspiratorias en

nuestro modelo experimental provocó un aumento en el daño de la membrana

citoplasmática. El daño se evidenció significativamente en los tres músculos estudiados en

los animales del grupo estudio. Este hecho nos hace postular que de una forma directa,

como es en el caso de los músculos respiratorios, o indirecta como es en el caso del

músculo periférico, la aplicación de cargas inspiratorias resistivas de intensidad moderada,

está condicionando la aparición de daño en la membrana y modificaciones estructurales en

las fibras musculares.

Las cargas aplicadas en nuestro estudio se pueden considerar como moderadas si

analizamos los valores medios de presión traqueal (23,3 ± 2 cm H2O) obtenidos en los

animales durante su aplicación, y si los comparamos con los reportados en otros trabajos

experimentales también realizados en perros (Zhu, 1997). Estos autores tratando de

desarrollar un modelo experimental agudo de obstrucción al flujo aéreo tenían cifras de

presión traqueal equivalentes al doble de las que nosotros tenemos (Zhu, 1997); sin

embargo, el porcentaje de fibras dañadas en los músculos respiratorios era algo menor  al

que nosotros reportamos en nuestros animales. Estas diferencias probablemente respondan

a la duración de las cargas, a la diferencia entre la razas de perros utilizados (Komulainen,

1998; Fridén y Lieber, 1998) y al método de detección del daño empleado. De esta forma,

los  mecanismos de recuperación de la fibra muscular, así como la inducción de apoptosis,

necrosis y muerte celular variarán en función de la magnitud y duración de las cargas. Este

aspecto está poco estudiado y merecería una mayor atención, sobre todo, teniendo en

cuenta aquellas patologías como la EPOC, apnea del sueño, etc., que de una forma crónica,

y no aguda, someten a los músculos respiratorios a cargas moderadas o altas durante

períodos largos de tiempo.
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Las cargas inspiratorias aplicadas a los animales son el único agente causal que puede

explicar la aparición de daño en estos animales. En los animales del grupo control no se

aplicaron las cargas y se obtuvieron valores de daño similares a los expresados en las 1ª

BIOPSIAS lo que descartó otros factores como la inflamación derivada de la traqueostomía

o de la manipulación implícita a las primeras biopsias. Por otra parte, el porcentaje de daño

basal no supera el 2% del total de las fibras de los músculos estudiados, resultados

similares a los que obtuvieron Zhu y colaboradores (1997) utilizando la técnica de detección

de Procion orange intracelular como marcador de daño.

En un análisis de los resultados experimentales tendríamos que enfocar el análisis de daño

presente en los músculos estudiados en dos direcciones, analizando por separado los

resultados obtenidos en los músculos respiratorios y en el vasto interno.

El daño presente en los músculos respiratorios es de una magnitud similar entre ellos y

parece consecuencia directa de la aplicación de cargas inspiratorias resistivas. Sobre estos

músculos recae fundamentalmente la acción de incrementar la presión inspiratoria ante la

presencia de las cargas. El daño ocasionado por las cargas inspiratorias pudiera ser el

estímulo inicial en las fibras musculares para comenzar la remodelación a nivel molecular de

dichas fibras con el objetivo de adaptarse a los cambios en la demanda funcional de los

músculos ventilatorios. Sin embargo, también puede tratarse de fenómenos coexistentes

pero no relacionados entre sí. Los resultados son paralelos a los descritos por Zhu (1997)

ante cargas de alta intensidad (Zhu, 1997).

Este proceso de remodelación muscular se puede evidenciar también en el análisis posterior

que de estos músculos hacemos teniendo en cuenta el resto de parámetros analizados en el

presente estudio. Por otra parte, nuestros resultados son concordantes con estudios previos

realizados en pacientes con diversas enfermedades respiratorias crónicas que evidencian la

presencia de daño en los músculos respiratorios (Grassino, 1989; Orozco-Levi, 1994)

Por otro lado, parece indicar por los resultados obtenidos en nuestro trabajo, que la

aplicación de cargas provoca como consecuencia indirecta que también se exprese daño en

músculos que no están influidos directamente por éstas. Este hallazgo discrepa del trabajo

de Zhu (1997) que no encontró aumento del daño de membrana en el músculo de las

extremidades tras la aplicación de cargas (Zhu, 1997). Estos músculos, a su vez, se pueden

ver afectados también por otros parámetros fisiológicos y/o etológicos condicionados

indirectamente por las cargas. Entre estos, las variaciones del comportamiento general del
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animal (el aumento del sedentarismo) (Tidball, 1995 a y b; St. Pierre y Tidball, 1994; Tidball

y St. Pierre, 1996); o cambios derivados de procesos fisiológicos como los parámetros de

intercambio de gases (SaO2 y Pet CO2) del animal u otras sustancias metabólicas

circulantes derivadas de la inflamación, la inducción de apoptosis y/o necrosis fibrilar, entre

otras (St. Pierre y Tidball, 1994).

El músculo periférico que, a nuestro juicio, no tiene una relación directa con las cargas

inspiratorias aplicadas al perro puede sin embargo, recibir de forma colateral los efectos de

estas cargas. En nuestro estudio se evidenció que se produce una disminución de la

actividad física del animal que recibía cargas, aunque esté parámetro no fue medido y sólo

se basa en observaciones del personal que manipuló a los animales. Esta pudiera ser

probablemente una de las causas de este deterioro en el músculo de las extremidades

inferiores. Por otro lado, los músculos periféricos pudieran estar siendo influidos

negativamente por procesos fisiológicos que se están llevando a cabo en la remodelación de

los músculos que si están siendo estimulados o ejercitados, o procesos fisiológicos

relacionados con la demanda energética y de síntesis de proteínas que tiene lugar también

en los músculos “ejercitados” y necesitados de remodelación. Otras posibilidades a tener en

cuenta sería que, el desarrollo de procesos inflamatorios condicionados por la aplicación de

la cargas no se ve regulado negativamente en los músculos periféricos con la expresión de

citocinas anti-inflamatorias, mientras que en los músculos respiratorios ocurre todo lo

contrario con vista a preservar las funciones ventilatorias vitales del animal.

Otros mediadores como pueden ser la expresión de diversas citocinas, quimiocinas u otras

sustancias relacionadas con la inflamación pueden estar moduladas por las cargas. Por

ejemplo, analizando nuestros resultados, en el grupo estudio los animales experimentaron

un aumento en la expresión de IL-10 como consecuencia de las cargas vs el grupo control

que no presentó este aumento de la IL-10. Lo único que diferenciaba a ambos grupos fue la

aplicación de las cargas inspiratorias resistivas. De la misma forma, pero en sentido

opuesto, los animales del grupo control que no recibieron cargas, no presentaron aumento

en la expresión de IL-10 que inhibiera los procesos inflamatorios y como consecuencia

presentaban al final un aumento en la expresión de TNF-α.

Sería de extraordinaria importancia establecer diseños experimentales que pudieran

relacionar y concatenar en el tiempo los efectos de las cargas recibidas con los procesos de

cambio, daño y expresión de citocinas inflamatorias o anti-inflamatorias que se dan en el

músculo.
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Analizando los resultados obtenidos en el vasto interno, se puede destacar, que el daño

presente en este músculo es de una magnitud incluso mayor, que el encontrado en los

músculos respiratorios. Este hecho apoya los resultados ya planteados por otros

investigadores que hablan de la presencia de alteraciones sistémicas asociadas a los

músculos periféricos, en pacientes que padecen enfermedades crónicas con cargas

respiratorias resistivas (Hildebrand, 1991; Whitton, 1998). A esto se le ha denominado

“efecto de transferencia muscular”.

Si tenemos en cuenta el comportamiento global del músculo periférico, vasto interno, con

relación al resto de parámetros estudiados (concentración de isoformas de MyHC, tamaño

de las fibras musculares), en este trabajo podemos destacar que la aplicación de cargas en

una intensidad entre leve-moderada y por un período de tiempo de dos semanas de

duración, produce pérdida de la masa muscular, una disminución en el tamaño de ambas

tipos de fibras musculares, y una pérdida de las cantidades absolutas de ambas isoformas

de MyCH en el músculo.

En resumen, el único agente causal posible, aunque indirecto de estas transformaciones son

las cargas inspiratorias resistivas, ya que en los músculos periféricos de los animales del

grupo control no se evidencian ninguna de estas variaciones.

Un efecto similar al que encontramos en el músculo periférico de estos animales después de

la aplicación de cargas inspiratorias resistivas lo encontramos también en los músculos

periféricos de los pacientes con EPOC. En muchos momentos diferentes autores han

llegado a plantear que existe, concomitantemente con la EPOC, una alteración sistémica

que afecta a la musculatura periférica y condiciona el comportamiento social y la capacidad

de ejercicio de los pacientes (Hildebrand, 1991; Whitton, 1998). Estos cambios que

aparecen en la musculatura periférica de los pacientes con EPOC ocasiona sin duda, una

disminución de la calidad de vida de los mismos.

Las sucesivas investigaciones que se han llevado a cabo con relación al estudio de los

músculos periféricos en pacientes con EPOC apuntan, cada vez más, hacia el

convencimiento de que, en realidad la alteración muscular esquelética forma parte de una

enfermedad sistémica. En concreto, cada vez hay más evidencias de que existe una

miopatía generalizada en estos pacientes que daría lugar a alteraciones estructurales,

funcionales y metabólicas de los músculos esqueléticos (Committee of Resp. Str. And Fund.
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Assemb. 1999). Las causas de esta miopatía presente en los enfermos con EPOC incluye la

falta de actividad, pero también, el envejecimiento, la inflamación, el desequilibrio del

sistema redox, los efectos de la comorbilidad y los fármacos utilizados (Gea, 2001).

La necesidad de realizar por separado el análisis de los músculos respiratorios del resto de

los músculos esqueléticos concuerda con  el enfoque que hace Reid y McGowan (1998)

cuando analiza en su trabajo el daño en los músculos esqueléticos en general y por

separado el análisis de los músculos respiratorios (Reid y McGowan, 1998).

En los músculos respiratorios el daño presente es mucho menor que el encontrado en el

periférico. Y debemos destacar que ambos músculos respiratorios estudiados presentan un

porcentaje de daño similar después de la aplicación de las cargas. Esto hace pensar que

ambos músculos respiratorios están asumiendo la misma responsabilidad en la ventilación

del animal frente a las cargas aplicadas. Por lo demás, si tenemos en cuenta el resto de los

parámetros estudiados, como se verá posteriormente en el análisis de cada músculo por

separado, en los músculos respiratorios está ocurriendo un proceso de cambio estructural a

nivel proteico y morfológico que hacen pensar más en una remodelación del músculo que

busca adaptarse a las nuevas demandas fisiológicas, impuestas por las cargas. Por

ejemplo, en estos músculos no se observa una pérdida de la masa fibrilar y sí una

transformación en la expresión de las isoformas de MyHC.

6,2,2- Análisis de los cambios morfológicos y en la expresión de proteínas

estructurales, en las fibras de los músculos estudiados.

MÚSCULO INTERCOSTAL EXTERNO.

Los cambios inducidos en el intercostal externo, por la aplicación de cargas inspiratorias

resistivas, consisten de forma general en una disminución en la cantidad absoluta de MyHC

I, en cambios porcentuales salvo un incremento en el porcentaje de fibras híbridas. Esto

indica que existe un cambio en las fibras que sólo expresan MyHC I a fibras que comienzan

a expresar también progresivamente MyHC II.

Esta situación presente en el grupo estudio de los perros es similar a la descrita en estudios

realizados en enfermos con EPOC. En estos pacientes se ha encontrado que el

reclutamiento intermitente de alta intensidad del músculo intercostal externo provoca un

cambio en la expresión de las isoformas de MyHC dirigido a aumentar la expresión de

MyHC II (Satta, 1997), que se concreta en un mayor porcentaje de estas fibras (Aguar,

1995).



                                                                                                                                                                          DISCUSIÓN

125

La disminución en la concentración de MyHC I que presenta este músculo en nuestros

resultados sería aún más consistente si detectáramos también, concomitantemente con esta

disminución, un aumento en la concentración de MyHC II. Esta aparente contradicción

podemos analizarla teniendo en cuenta las cargas inspiratorias leves-moderadas a las que

fueron sometidos los animales del grupo estudio para prolongarlas en el tiempo y simular

una situación crónica obstructiva. De esta forma, estas cargas requerían del animal

esfuerzos de los músculos intercostales externos de forma intermitente en el tiempo, pero de

alta intensidad durante las sesiones de cargas (De Troyer, 1985, 1992a, 1992b; DiMarco,

1990; De troyer y Farkas, 1994).

Es debido a estas características crónicas reproducidas en el modelo experimental que,

pudiera ser más lenta la síntesis proteica de MyHC II que la degradación proteica de MyHC I

y/o la inducción de modificaciones proteicas. Estas peculiaridades pueden traer como

resultado que se detecte con mayor sensibilidad y rapidez la pérdida de la MyHC I, dando

paso al rápido papel fisiológico que comienza a desempañar la MyHC II para evitar la fatiga

muscular, sin que aún se pueda detectar el incremento de la MyHC II.  Es posible que un

estudio con una duración mayor en la aplicación de las cargas, pudiera esclarecer este

comportamiento entre las isoformas de MyHC. Nosotros suponemos que en esas

condiciones aumentaría significativamente la expresión de la MyHC II en las fibras

musculares del músculo intercostal externo como ya se puede observar si analizamos el

aumento significativo expresado en porcentaje de fibras híbridas presente en este estudio en

el mismo músculo. Probablemente el paso siguiente daría lugar a la expresión neta de

MyHC II por estas fibras que en este momento tienen una composición híbrida.

MÚSCULO DIAFRAGMA.

El único cambio estructural significativo que hemos detectado en el músculo diafragma

como respuesta a la aplicación de las cargas inspiratorias resistivas, correspondió a una

significativa disminución en el tamaño de las fibras tipo I y II. Sin embargo, se puede

destacar que, a excepción del perro número 1, cuyo diámetro inicial y final de las fibras tipo I

es sensiblemente mayor y menor respectivamente al resto de las medias encontradas en los

demás casos, los demás animales no presentaron cambios drásticos en cuanto al tamaño

de las fibras antes y después de la aplicación de cargas. Si obviamos los valores de este
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animal este parámetro no mostraría cambio significativo alguno entre los valores medios del

diámetro menor de las fibras, antes y después de las cargas, en este músculo.

Los estudios realizados por Sánchez (1982), entre otros, describen que en el paciente con

EPOC las fibras del diafragma se hacen mas pequeñas en la misma dirección que el estadio

de la enfermedad aumenta. Sin embargo, valdría la pena revisar esta afirmación. Estudios

realizados en nuestro grupo (Borrat, 2000) en el que se analizan los tamaños de las fibras

del diafragma de más de 100 pacientes, no se llega a las mismas conclusiones que Sánchez

y no se encuentra una disminución del tamaño de las fibras.

Estudios previos realizados en diafragmas de pacientes humanos refieren que, la

obstrucción crónica al flujo aéreo, da lugar a un incremento en la proporción de MyHC I y

una disminución de las MyHC II. En estos mismos estudios se observan cambios similares

al analizar la distribución fibrilar, es decir, aumenta el porcentaje de fibras tipo I y disminuyen

las II (Levine, 1997; Mercadier, 1998; Nguyen, 2000; Gea, 2001). Este incremento de las

proporciones de MyHC I y fibras de contracción lenta representa el mecanismo adaptativo

que le proporciona al diafragma una mayor resistencia a la fatiga frente a un aumento de las

cargas respiratorias. Sin embargo, en nuestro trabajo, las cargas inspiratorias empleadas

(leve-moderadas) a los animales del grupo estudio no parecen ser lo suficientemente altas o

duraderas como para inducir cambios en un músculo tan especializado en su función como

el diafragma. Es por ello, que de todos los músculos estudiados, el diafragma es el que

menos variaciones presenta con relación a los parámetros estudiados. Este hecho nos hace

suponer que no recae en el diafragma del perro la principal responsabilidad de crear los

gradientes de presión necesarias para llevar a cabo la ventilación, con este nivel de cargas

inspiratorias. Por otro lado, parecen ser los músculos intercostales externos del perro, los

que reciben una mayor responsabilidad ventilatoria. Hay que recordar que ambos músculos

están definidos como los principales músculos inspiratorios en el perro (López de Silanes,

1995). Esto nos lleva al convencimiento que, a este nivel de cargas utilizadas en nuestro

estudio, el diafragma por su alta especialización y eficiencia funcional no se ve necesitado

de inducir ningún proceso de remodelación de sus fibras, y se necesitarían cargas de mayor

intensidad o de mayor duración para que la remodelación del diafragma ocurra (Zhu, 1997;

Gea, 2000).

Gea (2000), analiza la expresión de los genes que codifican para las isoformas de MyHC en

el diafragma de perros “mongrel” mediante la utilización de cargas inspiratorias resistivas. A

estos animales se les aplicaron cargas inspiratorias resistivas más intensas y menos
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duraderas que las del presente estudio (≈ 80 cm H2O/L/s; 2 h por día durante 4 días)

simulando un modelo agudo de obstrucción al flujo aéreo (Gea, 2000). Los cambios

detectados a nivel de la expresión de RNAm, por Gea, (2000) coinciden con los cambios a

nivel proteico descritos por Levine, (1997), en pacientes con EPOC estable. Es decir,

detectaron un incremento de la expresión de RNAm de la MyHC I, aunque no encontraron

cambios significativos en cuanto a la expresión del RNAm de la isoforma rápida (MyHC II), y

las proporciones entre ambas variaron.

En nuestro modelo experimental con un nivel de cargas inferior (15% de la PIM) pero más

prolongado, no encontramos modificaciones: ni en la proporción, ni en la cantidad de

ninguna de las MyHC estudiadas en los diafragmas de los animales del grupo estudio. Esto

puede deberse, como se ha explicado antes, a que los niveles de carga utilizados en

nuestro estudio no superan el umbral requerido por el músculo para desarrollar los

mecanismos de remodelación muscular en la composición de las MyHC.

En resumen, la ausencia de cambios estructurales relevantes en el diafragma de los perros

del grupo estudio pueden ser debidas básicamente a dos factores: a) que las cargas

resistivas aplicadas a los perros no sean lo suficientemente intensas y/o duraderas como

para inducir cambios de este tipo en este músculo; b) Aunque el diafragma es en el hombre

el principal músculo inspiratorio, su contribución en la respiración del perro es menor o se ve

menos comprometida en establecer los gradientes de presión necesarios en la ventilación

bajo cargas ligeras-moderadas.

MÚSCULO VASTO INTERNO

La aplicación de cargas inspiratorias resistivas en los perros del grupo estudio da lugar a

una disminución significativa en las cantidades de MyHC I y II. Sin embargo, la distribución

de los porcentajes se mantuvo estable.

La técnica de ELISA nos permite analizar las variaciones que tiene cada isoforma por

separado en el tejido, independientemente de las proporciones que éstas tengan. Este

análisis nos brinda una información precisa de si el músculo analizado está experimentando

una remodelación de su composición (aumento de una isoforma sobre la otra) o un deterioro

de la masa muscular (disminución de una o ambas isoformas).

El análisis de nuestros resultados en el vasto interno de los perros estudiados nos induce a

pensar que lo que ha ocurrido a los animales como consecuencia de la aplicación de las
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cargas inspiratorias resistivas, es una situación de pérdida de su masa proteica y por tanto

una atrofia del músculo.

Conjuntamente con el análisis anterior y apoyando el mismo, se puede observar en este

músculo, una disminución significativa de los valores medios de los tamaños de las fibras

tipo I, así como una tendencia a la disminución de este mismo parámetro, que no llega a ser

significativa en los valores obtenidos de las fibras tipo II.

Se puede explicar el incremento significativo en el porcentaje de fibras híbridas  en este

músculo,  teniendo en cuenta el  incremento de la MyHC II en fibras que antes solo

expresaban MyHC I. Esto indica que se está produciendo un cambio en el músculo de fibras

tipo I a tipo II, y por ello está disminuyendo el número de fibras que expresan

mayoritariamente isoformas de MyHC I.

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran, por tanto, que la aplicación de

cargas inspiratorias resistivas a los perros dan lugar a importantes cambios estructurales en

el vasto interno de dichos animales. Resumiendo, podemos decir que: 1) existe una

reducción del número y diámetro de fibras tipo I, así como una disminución de la

concentración de la isoforma de MyHC I; 2) en cuanto a las fibras tipo II, se mantiene una

proporción similar de fibras puras, pero hay un incremento en la proporción de fibras

híbridas que expresan ambas isoformas de MyHC; 3) Los diámetros de las fibras tipo II

tienden a disminuir (aunque no de forma significativa). En su conjunto estos resultados nos

hacen pensar que a este nivel de carga ya se producen cambios que indican atrofia

muscular y una disminución de la capacidad oxidativa de estos músculos.

Como en el caso del daño de membrana, los cambios observados en este músculo pueden

ser atribuidos, principalmente, a tres factores: el decondicionamiento (como consecuencia

de la inactividad producida por las cargas ó el cambio de ambiente), la baja disponibilidad de

oxígeno que se produce en los perros como consecuencia de la aplicación de las cargas

inspiratorias resistivas, y/o el estrés a que se ven sometidos los animales como

consecuencia de las cargas.

El decondicionamiento se ha estudiado por diferentes autores en distintos modelos animales

incluyendo: suspensión de las extremidades, inmovilización física, el descanso prolongado

en cama y la exposición a ambientes de ingravidez. La principal consecuencia fenotípica del

decondicionamiento es la atrofia muscular. Esta atrofia se debe principalmente a una
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disminución del tamaño y del contenido proteico de las fibras musculares (Booth y Gollnick,

1983; Thomason y Booth, 1990; Booth y Kirby, 1992; Campione, 1993). Estos resultados

son compatibles con los encontrados en nuestro estudio a niveles de cargas inspiratorias

leve-moderadas.

Otros cambios descritos que se producen durante el proceso de adaptación son el cambio

de fibras de contracción lenta (tipo I) a fibras de contracción rápida (tipo II) (Häggmark,

1986; Veldhuizen, 1993); así como un aumento en las proporción de isoformas de MyHC II

(Campione, 1993; Caiozzo, 1996). Estas observaciones apoyan la hipótesis postulada por

Caiozzo, (1996) en la que plantea que la inactividad hace a los músculos más rápidos

(Caiozzo, 1996).

Otros estudios, pero en este caso realizados en pacientes que padecen EPOC, aportan

evidencias de que la hipoxemia que sufren estos pacientes puede ser uno de los factores

que contribuyen a incrementar la proporción de fibras tipo II en el cuádriceps humano

(Hildebrand, 1991). Sin embargo, otros autores resaltan que la dificultad de separar, en

estos pacientes, los efectos de la hipoxemia de los de la inactividad física, no deja clara cual

puede ser la verdadera causa de esta cambio (Whitton, 1998). La ausencia de

desaturaciones importantes en nuestros animales apuntan a que este factor no fue

determinante en nuestro estudio. Sería necesario, no obstante, desarrollar modelos

experimentales específicos encaminados a esclarecer el o los responsables de los cambios

en los músculos periféricos frente a cargas obstructivas respiratorias. Este aspecto pudiera

contribuir grandemente a mejorar los síntomas producidos por las enfermedades

obstructivas crónicas y la calidad de vida de estos pacientes.

En nuestro estudio nosotros inferimos que la disminución de la actividad condicionada por

las cargas son las responsables de los cambios encontrados en este músculo. Otros

factores como pudieran ser el cambio de ambiente o la traqueostomía también estuvieron

presentes en el grupo control y en este grupo no se evidenciaron estos cambios.

En resumen, los cambios observados en el vasto interno de los perros del grupo estudio

como consecuencia de la aplicación de cargas inspiratorias resistivas están en consonancia

con, los cambios adaptativos descritos en respuesta a diversos modelos experimentales de

inactividad física, así como con los cambios detectados en el cuádriceps de pacientes con

EPOC.
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6,2,3- Valoraciones de los cambios obtenidos en las citocinas: inflamatoria (TNF-

y  anti-inflamatoria (IL-10).

Las citocinas inflamatorias (IL-1 y TNF-α) se han encontrado mediando parte del daño de

tejidos después de una isquemia o infecciones (Engles, 1997; Chang y Bistrian, 1998), y

también después del desarrollo de ejercicios intensos y prolongados (Brener, 1999). Hay

evidencias del aumento de expresión de otras citocinas como la IL-6 y la IL-10 en músculos

esqueléticos después de ejercicios prolongados (Ostrowski, 1998 a y b; Suzuki, 2000;

Pedersen, 2000).

En modelos animales de ratones “knockout” (-/-) para IL-10 se observó un aumento de los

niveles de TNF-α en el músculo soleus después de provocar la isquemia. En este músculo

los niveles de TNF-α  que habían aumentado disminuían si se les suministraba a los ratones

IL-10 exógena. Estos autores comprobaron que la administración de IL-10 exógena reducía

los niveles de daño en las fibras (Engles, 1997). En los estudios de Engles, 1997, reafirma

experimentalmente el papel regulador negativo que tiene el IL-10 sobre la expresión de

TNF-α (Engles, 1997).

Si analizamos la concordancia de TNF-α vs IL-10 obtenidos en los músculos respiratorios en

nuestros valores experimentales, podemos observar que la estimulación de la expresión de

IL-10 debida a las cargas inspiratorias resistivas regula de forma negativa la expresión de

TNF-α. Así, los valores medios encontrados de la expresión de TNF-α no varían después de

la aplicación de cargas inspiratorias resistivas lo que se contrapone con el aumento de la

expresión de esta citocina en el grupo control. En el grupo control, se puede observar una

aumento considerable, en todos los músculos estudiados, de los valores de TNF-α que

triplica, en todos los casos, el valor inicial (tablas XI, XII y XIII. págs. 107, 108, 109).

Este hallazgo sugiere que el aumento en la expresión de TNF-α está condicionado por

factores derivados de la manipulación invasiva a la que se sometieron los animales durante

la realización de la traqueostomia. La aplicación de cargas inspiratorias resistivas

contrarrestaría con éxito estos efectos. Los procesos inflamatorios inducidos  por la

manipulación quirúrgica del animal, a nuestro juicio, son responsables del aumento de la

expresión de TNF-α en los animales del grupo control. Esto está en concordancia con lo

planteado por otros autores sobre el aumento de citocinas pro inflamatorias en los procesos

relacionados con daño e inflamación (Brenner, 1999).
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Los valores de IL-10 se ven aumentados significativamente dentro del grupo estudio en los

músculos respiratorios que están siendo influidos directamente por la aplicación de las

cargas inspiratorias. Esto nos hace pensar que la expresión del gen de la IL-10 se estimula

de forma directa como consecuencia de las cargas inspiratorias resistivas. Si tenemos en

cuenta que en ninguno de los músculos estudiados de los animales del grupo control se

observan cambios significativos en la expresión de IL-10 podemos afirmar que las cargas

inspiratorias son el agente responsable de la estimulación para la producción de IL-10.

El aumento de la IL-10  está involucrado en uno o más procesos fisiológicos del animal

como mecanismo defensivo para tratar de preservar el músculo. Este aumento de la

expresión de IL-10 se ha visto reflejada en otros estudios experimentales inducida por el

ejercicio, el trauma y la isquemia. Silvestre, (2000) estudiando la isquemia y la modulación

de los procesos inflamatorios derivados de la misma en músculos de ratones “knockout “

que no tenían la capacidad de  expresar IL-10  o expresarla (IL-10 (+/+), encontraron que el

aumento de expresión de IL-10 inhibe el aumento de la expresión del factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF). O sea, que el efecto anti-angiogénico de la IL-10 probablemente

juega un papel en el balance de los procesos inflamatorios a través de la inhibición del

VEGF (Silvestre, 2000).

Estudios realizados en corredores de Maratón y en otras disciplinas deportivas han puesto

de manifiesto que, después de una sobrecarga de ejercicio, los atletas presentaban daño

muscular y aparecían elevados los niveles de IL-10, IL-6, IL-8 (Suzuki, 2000; Pedersen,

2000). Por otro lado, en un estudio realizado sobre los efectos producidos por la

administración de endotoxinas, se encontró en el diafragma de ratas, que la administración

de IL-10 exógena previene el deterioro del músculo e inhibe la producción local de óxido

nítrico (Taneda, 1998) .

En estudios realizados en cultivos de células musculares, diferentes autores han descrito

que tanto el TNF-α como la IL-10 son expresadas por éstas, así como también pueden

expresar las fibras los receptores para ambas citocinas (Li, 1998; Kuru, 2000; De Rossi,

2000). Sin embargo con el análisis de nuestros resultados experimentales no podemos

determinar si los RNAm de TNF-α ó IL-10 (en el caso de los animales del grupo control o del

estudio respectivamente) están siendo producidos por las propias fibras musculares o llegan

al músculo por vía sistémica. Sería importante determinar en futuros diseños experimentales

si estos RNAm llegan al músculo o son expresados por él. Nosotros nos inclinamos a pensar

que este aumento de la expresión de TNF-α y IL-10 se están produciendo en el mismo
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músculo, si tenemos en cuenta la importante acción autocrina y paracrina de las citocinas.

En este sentido se está realizando en este momento un trabajo complementario en nuestro

grupo para determinar mediante la técnica de hibridación “in situ” si existe un aumento de la

expresión de los RNAm para estas citocinas en las fibras musculares.

De todas formas, cualquiera que sea la procedencia de estas citocinas en la biopsia, sí se

pueden analizar las consecuencias positivas o negativas que puede tener para el músculo,

ya que la única diferencia que existe entre el grupo de estudio y el grupo control es el

entrenamiento de los músculos respiratorios a través de las cargas inspiratorias resistivas.

El aumento de la expresión de IL-10 protegería al músculo y, de alguna forma, lo condiciona

para una remodelación estructural para hacer frente a las nuevas necesidades ventilatorias,

como se puede observar en el análisis de los otros parámetros musculares estudiados que

se han discutido ya en este capítulo.

Es importante tener en cuenta que, ya a un nivel de carga leve-moderada este aumento en

la expresión del IL-10 también se ha reflejado en el músculo periférico, donde hay una

marcada tendencia al aumento de esta citocina (p=0,06) (tabla XIII y en la figura 21a. págs.

110 y 111). Este aumento de la IL-10 en la musculatura que se está entrenando envía,

presumiblemente, un tipo de señal sistémica a otros músculos del organismo “efecto de

transferencia”. Y esta señal pudiera inducir el aumento de la expresión de RNAm que

codifica para IL-10 en estos músculos aunque ellos no estén directamente involucrados en

el esfuerzo ventilatorio.

Por otro lado, en pacientes con EPOC se ha observado que los niveles altos de TNF-α en

suero se correlacionan directamente con la pérdida de masa grasa y muscular (Yamamoto,

1997). Takabatake, (2000) ha encontrado que la hipoxemia sistémica presente en pacientes

con EPOC está asociada con la activación de TNF-α y, este aumento, puede contribuir a la

pérdida de peso en estos pacientes (Takabatake, 2000 a y b). Cabe destacar que en un

estudio realizado por Creutzberg, (2000) en el que se suplementa con una dieta alta en

calorías durante 8 semanas a los pacientes que padecen EPOC, no se produce un

incremento del peso en estos pacientes. Estos autores concluyen que, la no respuesta de

estos pacientes con EPOC a la sobrealimentación calórica está relacionada con la edad, la

presencia de anorexia y una elevada respuesta sistémica inflamatoria (Creutzberg, 2000).

En otros estudios realizados en ratas, a las que se les administró IL-1 y TNF-α, se comprobó

que se producía una pérdida de peso, aumento del catabolismo de las proteínas del

músculo y aumento del peso del hígado (Ling, 1997).
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El TNF-α activa la transcripción del factor nuclear  kappa B (NF-KappaB) que es un

mediador del desarrollo de la caquexia en el músculo (Guttridge, 2000). Está probado

además que el TNF-α inhibe la proliferación, diferenciación y supervivencia de mioblastos de

ratón en cultivo. Este efecto tiene lugar mediante la inhibición del factor de crecimiento de la

insulina y el factor de crecimiento de la insulina unido a la proteína-5, sistemas esenciales

para la proliferación y supervivencia de los mioblastos. Estos autores suponen que la

sobreexpresión de TNF-α in vivo puede tener un comportamiento similar y estar por ello

asociado con la caquexia (Meadows, 2000).  Los estudios realizados por Greiwe (2001)

demuestran que la expresión de TNF-α aumenta con la edad y esta proteína esta

relacionada con la pérdida de masa muscular. Estos autores también demuestran que en los

pacientes que realizan ejercicio disminuye la expresión de TNF-α en el músculo (Greiwe,

2001). Estos resultados obtenidos por Greiwe (2001) apoyan los resultados expuestos en

este trabajo.

Estudios realizados en un modelo experimental, en ratas, para producir fallo cardíaco

evidenciaron un aumento de la expresión de TNF-α en músculos “rápidos” (tibialis anterior)

en la misma medida en que aumentaban los procesos apoptóticos en este músculo. Sin

embargo, esto mismo no se evidenció en el músculo lento (soleus) donde no se observaron

síntomas de atrofia. Estos autores concluyeron que la apoptosis y el aumento de TNF-α se

desarrollan más rápidamente en los músculos “rápidos” que en los “lentos” (Libera, 1999).

Estos resultados infieren que es necesario observar el comportamiento de la expresión de

una misma citocina en diferentes músculos, pues las variaciones en la expresión de estas

moléculas no tienen porque ser las mismas en todos los músculos ante un mismo efecto

externo.

En pacientes con EPOC también se ha observado un aumento de los niveles de TNF-α en

suero sanguíneo (Yasuda, 1998; Takabatake, 1999), así como un aumento de las fibras

apoptóticas en los músculos esqueléticos (Yasuda, 1998). Ambos procesos pueden estar

relacionados con el desarrollo de la enfermedad, así como el aumento de la expresión de

otra citocina inflamatoria, la IL-6 en estos pacientes (Yasuda, 1998).

¿Las variaciones, en los músculos esqueléticos de pacientes con EPOC, en cuanto a, la

expresión de TNF-α, la inflamación, la apoptosis, entre otros, pudiera ser la causa o la

consecuencia, del deterioro muscular y/o de la disminución en la actividad física de estos

pacientes y por ende de su calidad de vida?. Estos mecanismos y sus interrelaciones aún no
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han sido esclarecidos. A la inversa, ¿Pudiera ser que la actividad física prevenga los efectos

adversos de la producción de TNF-α en pacientes con EPOC?. Nuestros resultados así lo

sugieren, mediado por un incremento en la expresión de IL-10

Dado el papel regulador que tiene la IL-10 sobre la expresión de TNF-α y otras citocinas pro-

inflamatorias y, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, el

“entrenamiento” de los músculos respiratorios induciría un aumento en la expresión de IL-10.

A su vez, inducir el incremento de los niveles de expresión de esta citocina podría frenar el

deterioro muscular y actuar a favor de una remodelación estructural y funcional de los

músculos respiratorios que redundaría en un mejoramiento de su función.

De igual forma, estos resultados sugieren dirigir esfuerzos hacia el estudio de este tipo de

marcadores en el músculo periférico en cuanto a su acción y sus mecanismos de expresión.

De esta forma, podríamos conocer las variaciones en la expresión, así como los

mecanismos de acción de estos indicadores en diferentes músculos esqueléticos. El

esclarecimiento de las vías de estimulación y acción de las citocinas involucradas en los

procesos inflamatorios en el músculo periférico puede explicar la sintomatología general de

pacientes con enfermedades obstructivas crónicas, y por otro lado, puede determinar los

tipos e intensidad de los ejercicios adecuados (tanto respiratorios como generales), que

coadyuvaría a mejorar la función respiratoria de estos pacientes y con ello su calidad de

vida.

No obstante, a la hora de extrapolar los resultados obtenidos de estas citocinas en modelos

experimentales a pacientes que padecen enfermedades obstructivas respiratorias habría

que tener en cuenta también, la gran heterogeneidad que presentan estos pacientes con

relación a otros factores como el tabaquismo (fumadores o ex-fumadores) y el grado de

actividad, la edad y la nutrición.
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Una vez valorados los resultados anteriormente expuestos se puede llegar a las siguientes

conclusiones:

1- La técnica inmunohistoquímica para la detección de fibronectina intracelular nos

permite valorar la presencia de daño de la membrana fibrilar con la misma fiabilidad

que la técnica “gold estándar” de difusión del colorante Procion orange.

La ventaja que nos proporciona la técnica de detección de fibronectina con respecto

a la técnica del Procion orange es la posibilidad de valorar la magnitud del daño en

un modelo experimental antes y después de la aplicación de un protocolo de

investigación. También puede permitir la valoración del daño de membrana en seres

humanos, con o sin enfermedad respiratoria.

2- La aplicación de cargas inspiratorias resistivas leve-moderadas, producen daño de la

membrana fibrilar de forma significativa. El daño no sólo aparece en los músculos

respiratorios que participan de forma directa en la función ventilatoria del animal, si

no que también, aparece como efecto de transferencia a los músculos periféricos.

3- Las cargas inspiratorias resistivas de intensidad leve-moderadas producen otros

cambios estructurales en los músculos respiratorios:

En el músculo intercostal externo  aparece un incremento significativo de las fibras

híbridas, que coexpresan ambas isoformas de MyHC. En este músculo encontramos,

además,  una disminución de la concentración de la isoforma de MyHC I.

En el músculo diafragma la ausencia de cambios estructurales en los principales

parámetros analizados en el presente estudio sugiere que la intensidad de las cargas

inspiratorias resistivas aquí aplicadas no supera el umbral necesario para inducir los

cambios.

Las cargas inspiratorias resistivas de intensidad leve-moderada producen también

cambios estructurales significativos en los músculos no implicados en la ventilación:

En el músculo periférico la aplicación de las cargas inspiratorias resistivas de

intensidad leve-moderada inducen un proceso de sarcopénia. Este proceso se
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constata por una disminución del diámetro menor de ambos tipos de fibras, así como

una disminución de la concentración de las dos isoformas de MyHC. Además, se

produce un cambio de fibras de contracción lenta (tipo I) a fibras de contracción

rápida (tipo II) que se constata por el incremento de fibras tipo I que comienzan a

sintetizar isoformas de MyHC II.

4- La aplicación de las cargas inspiratorias resistivas actúan directamente sobre la

remodelación o adaptación muscular. Este proceso se acompaña de un incremento

de la expresión de IL-10, citocina que inhibe los procesos inflamatorios y preserva el

músculo. Por el contrario, en los animales que no recibieron cargas, no se produjo

una regulación positiva de IL-10, y se observó un incremento en la expresión de

TNFα.

Estos resultados sugieren que la actividad tiene un papel importante en la

preservación del músculo esquelético, y lo hace entre otros mecanismos, a través de

la expresión de mediadores anti-inflamatorios como la IL-10.
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