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Resumen
La inflamación y el estrés oxidativo son mecanismos moleculares que contribuyen 
al daño y a la disfunción muscular. Existen procesos crónicos con fenómenos 
inflamatorios de bajo grado pero de larga duración (EPOC, con o sin pérdida 
de peso), así como situaciones clínicas con liberación aguda de gran cantidad de 
moléculas proinflamatorias (Sepsis). Los mecanismos de regeneración del músculo 
en ambas entidades son esenciales para la correcta recuperación funcional y pueden 
condicionar cambios fenotípicos. Objetivo: En la EPOC, evaluar el estrés oxidativo, 
inflamación y estructura antes y después de un programa de rehabilitación en el 
vasto lateral (VL) del cuádriceps e intercostal. En dos grupos adicionales estudiar 
cambios regenerativos en el VL y realizar un análisis de cambios fibrilares y 
supervivencia. En pacientes con sepsis, investigar los eventos de estrés oxidativo 
e inflamación en los mismos músculos. Métodos: Estudio 1: Se analizaron cambios 
fibrilares (inmunohistoquímica) y estrés oxidativo (western-blot) en el músculo VL 
e intercostal en 25 pacientes con EPOC, antes y después de un entrenamiento de 
alta	intensidad	(8-10	semanas).	En	todos	los	pacientes	se	determinaron	la	capacidad	
de ejercicio (test de marcha de 6’ y cicloergómetro) y calidad de vida relacionada 
con la salud (cuestionarios SGRQ y SF36). Estudio 2: En un grupo adicional de 392 
pacientes EPOC se analizó el fenotipo fibrilar del VL y su supervivencia. Estudio 3: Se 
obtuvieron muestras del VL en 15 pacientes con EPOC sin bajo peso, 15 pacientes 
EPOC con bajo peso y 10 sujetos control. Se analizaron cambios fibrilares, daño 
y número de células satélite (inmunohistoquímica), expresión de ARN de genes 
clave en la regeneración, mediadores de inflamación y mantenimiento de la masa 
muscular (PCR en tiempo real), y niveles de proteínas clave relacionadas con la 
regeneración (western-blot). Se obtuvieron cultivos primarios de mioblastos de 
dichas muestras musculares, en las que se evaluaron propiedades de migración 
(microscopía de tracción), capacidad de proliferación (Population doubling time y 
ELISA) y diferenciación (ELISA y PCR en tiempo real). Estudio 4: En el VL e intercostal 
de 6 pacientes con sepsis grave y 6 sujetos control se analizó la estructura muscular, 
células inflamatorias, estrés oxidativo y expresión de mediadores inflamatorios 
(técnicas mencionadas anteriormente). Resultados: Estudio 1: Situación basal, en el 
VL respecto del intercostal se observaron niveles de estrés oxidativo y antioxidantes 
(SOD2) aumentados. Tras 10 semanas de entrenamiento, se observaron mejorías 
en la capacidad de ejercicio y calidad de vida sin aumentos en los niveles de estrés 
oxidativo en ninguno de los músculos. Estudio 2: En el VL de pacientes EPOC el aumento 
en la proporción de fibras rápidas se asoció a una mayor mortalidad, especialmente 
en aquéllos con enfermedad grave. Estudio 3: En el VL de pacientes EPOC respecto 
de los sujetos control se observó mayor limitación al ejercicio, aumento de fibras 
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rápidas, signos de daño, núcleos internalizados y células satélite. En los mismos 
pacientes se observó un incremento en la expresión de genes involucrados en fases 
precoces de la regeneración muscular (PAX7, MYOG y MYF6), pero descenso en 
los que regulan fases tardías (MYH8). Además en los pacientes con bajo peso se 
observó	un	aumento	en	 los	niveles	de	 IL-6	y	una	sobreregulación	en	 la	expresión	
de	IGF-1	y	MGF	en	el	VL.	En	los	cultivos	primarios	de	mioblastos	no	se	observaron	
diferencias entre pacientes y controles en la capacidad de migración, proliferación, 
diferenciación ni en la expresión de genes clave de regeneración muscular. Estudio 4: 
En el VL de pacientes con sepsis los niveles de diversos marcadores de estrés oxidativo 
e	 inflamación	 (TNF-alfa	 y	 sus	 receptores,	 IL-1β,	 IL-6	 y	 CD18)	 estaban	 aumentados,	
mientras que no se observaron diferencias en el músculo intercostal. Conclusiones: 
Se han encontrado alteraciones musculares en la EPOC y la sepsis, aunque con un 
patrón diferenciado entre la musculatura respiratoria y periférica en esta última. El 
entrenamiento de alta intensidad induce una mejoría clínica en los pacientes EPOC, sin 
conllevar aumento en los niveles de estrés oxidativo o inflamación. Los mecanismos 
de regeneración/reparación parecen hallarse alterados en el VL de pacientes con 
EPOC, probablemente debido a la interacción de factores locales in vivo. El fenotipo 
fibrilar en este músculo predice la mortalidad de dichos pacientes.

Resum
La inflamació i l’estrès oxidatiu són mecanismes moleculars que contribueixen al 
dany i a la disfunció muscular. Hi ha processos crònics amb fenòmens inflamatoris 
de baix grau però de llarga durada (MPOC, amb o sense pèrdua de pes), així com 
situacions clíniques amb alliberament agut de gran quantitat de mol·lècules 
proinflamatòries (Sèpsia). Els mecanismes de regeneració del múscul en les dues 
entitats són essencials per a la correcta recuperació funcional i poden condicionar 
canvis fenotípics. Objectiu: En la MPOC, avaluar l’estrès oxidatiu, la inflamació i 
l’estructura abans i després d’un programa de rehabilitació en el vastus lateralis 
(VL) del quàdriceps i en l’intercostal. En dos grups addicionals de pacients estudiar 
canvis regeneratius en el VL i realitzar una anàlisi de canvis fibril·lars i supervivència. 
En pacients amb sèpsia, investigar els esdeveniments d’estrès oxidatiu i la inflamació 
en els mateixos músculs. Mètodes: Estudi 1: Es van analitzar els canvis fibril·lars 
(immunohistoquímica) i l’estrès oxidatiu (western-blot) en els músculs VL i intercostal 
de	25	pacients	amb	MPOC,	abans	i	després	d’un	entrenament	d’alta	intensitat	(8-
10 setmanes). En tots els pacients es van determinar la capacitat d’exercici (test 
de marxa de 6’ i cicloergòmetre) i la qualitat de vida relacionada amb la salut 
(qüestionaris SGRQ i SF36). Estudi 2: en un grup addicional de 392 pacients MPOC 
es va analitzar el fenotip fibril·lar del VL i la seva supervivència. Estudi 3: Es van 
obtenir mostres del VL en 15 pacients amb MPOC sense baix pes, 15 pacients 
MPOC amb baix pes i 10 subjectes control. Es van analitzar els canvis fibril·lars, 
el dany i el nombre de cèl·lules satèl·lit (immunohistoquímica), l’expressió d’ARN 
de gens clau en la regeneració, els mediadors d’inflamació i el manteniment de la 
massa muscular (PCR en temps real), i els nivells de proteïnes clau relacionades 
amb la regeneració (western-blot). Es van obtenir cultius primaris de mioblastes 
d’aquestes mostres musculars, en què es van avaluar les propietats de migració 
(microscòpia de tracció), la capacitat de proliferació (Population doubling time i 
ELISA) i de diferenciació (ELISA i PCR en temps real). Estudi 4: Al VL i l’intercostal 
de 6 pacients amb sèpsia greu i 6 subjectes control es va analitzar l’estructura 
muscular, les cèl·lules inflamatòries, l’estrès oxidatiu i l’expressió de mediadors 
inflamatoris (tècniques esmentades anteriorment). Resultats: Estudi 1: Situació 
basal, al VL respecte de l’intercostal es van observar nivells d’estrès oxidatiu i 
antioxidants (SOD2) augmentats. Després de 10 setmanes d’entrenament, es van 
observar millores en la capacitat d’exercici i la qualitat de vida sense augments 
en els nivells d’estrès oxidatiu en cap dels músculs. Estudi 2: Al VL de pacients 
MPOC l’augment en la proporció de fibres ràpides es va associar a una major 
mortalitat, especialment en aquells amb malaltia greu. Estudi 3: En el VL de 
pacients MPOC respecte dels subjectes control es va observar major limitació a 
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Abstract
Both inflammation and oxidative stress are molecular mechanisms that contribute 
to muscle damage and dysfunction. Although different chronic disorders share 
inflammatory	 phenomena,	 some	 of	 them	 are	 characterized	 by	 a	 low-grade	 but	
long duration of these events (COPD, with or without weight loss) and others are 
more acute with a dramatic release of many proinflammatory molecules (Sepsis). 
The mechanisms of muscle regeneration in both entities are essential for a 
proper structural and functional recovery, and can condition phenotypic changes. 
Objective: To assess oxidative stress, inflammation and muscle structure before and 
after a rehabilitation program in the vastus lateralis (VL) and intercostal muscles of 
COPD patients. Moreover, to evaluate regenerative changes in the VL and to carry 
out a survival analysis. In parallel, to investigate the events of oxidative stress and 
inflammation in the muscles of septic patients. Methods: Study 1: fiber changes 
(immunohistochemistry)	and	oxidative	 stress	 (western-blot)	were	analyzed	 in	 the	
intercostal and VL muscles of 25 COPD patients before and after a high intensity 
training	 (8-10	weeks).	 Exercise	 capacity	 (6’	walking	 test	 and	 cycloergometry)	 and	
health-related	quality	of	life	(SGRQ	and	SF36)	were	also	determined.	Study 2: fiber 
phenotype of VL and survival was analyzed in an additional group of 392 COPD patients. 
Study 3: fiber changes, damage and number of satellite cells (immunohistochemistry), 
RNA	expression	of	key	genes	involved	in	regeneration,	mediators	of	inflammation	
and	 maintenance	 of	 muscle	 mass	 (real	 time	 PCR),	 and	 levels	 of	 key	 proteins	
related	 to	 regeneration	 (western-blot)	were	analyzed	 in	 the	VL	of	COPD	patients	
(15 underweight and 15 with normal weight) and control subjects (n=10). Primary 
myoblast cultures of these muscle samples were also performed and cell mechanical 
properties	 (linked	 to	 migration,	 tensile	 microscopy),	 proliferation	 (population	
doubling time and ELISA) and differentiation (ELISA and PCR) were quantified. Study 
4: samples of intercostal and VL of 6 patients with severe sepsis and 6 control subjects 
were analyzed for muscle structure, oxidative stress and inflammatory mediators 
(above mentioned techniques). Results: Study 1: Basal levels of oxidative stress and 
antioxidants (SOD2) were increased in the VL versus the intercostal muscle of COPD 
patients.	 After	 10	weeks	 of	 training,	 significant	 improvements	were	 observed	 in	
exercise capacity and quality of life with no increases in oxidative stress in either 
of the two muscles. Study 2: The increase in the proportion of fast fibers in the VL 
of COPD patients was associated with increased mortality, especially in those with 
a severe disease. Study 3: Exercise limitation as well as increases in the percentage 
of fast fibers, signs of muscle damage, internalized nuclei and satellite cells was 
observed in the VL of COPD patients compared to controls. Furthermore, increased 
expression of genes involved in early stages of muscle regeneration (PAX7, MYOG 

l’exercici, augment de fibres ràpides, de signes de dany, de nuclis internalitzats 
i de cèl·lules satèl·lit. En els mateixos pacients es va observar un increment en 
l’expressió de gens involucrats en les fases precoces de la regeneració muscular 
(PAX7, MYOG i MYF6), però descens en els que regulen les fases tardanes (MYH8). 
A	més	en	els	pacients	amb	baix	pes	es	va	observar	un	augment	en	els	nivells	d’IL-6	
i	una	sobreregulación	en	l’expressió	d’IGF-1	i	MGF	al	VL.	En	els	cultius	primaris	de	
mioblasts no es van observar diferències entre pacients i controls en la capacitat 
de migració, de proliferació, de diferenciació ni en l’expressió de gens clau de 
regeneració muscular. Estudi 4: Al VL de pacients amb sèpsia els nivells de diversos 
marcadors	d’estrès	oxidatiu	i	d’inflamació	(TNF-alfa	i	els	seus	receptors,	IL-1β,	IL-6	
i CD18) estaven augmentats, mentre que no es van observar diferències en el 
múscul intercostal. Conclusions: S’han trobat alteracions musculars en la MPOC i 
en la sèpsia, tot i que amb un patró diferenciat entre la musculatura respiratòria 
i perifèrica en aquesta última. L’entrenament d’alta intensitat indueix una millora 
clínica en els pacients MPOC, sense comportar augment en els nivells d’estrès 
oxidatiu o inflamació. Els mecanismes de regeneració/reparació semblen estar 
alterats en el VL de pacients amb MPOC, probablement a causa de la interacció 
de factors locals in vivo. El fenotip fibril·lar en aquest múscul prediu la mortalitat 
d’aquests pacients.
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and Myf6) but a decrease in those regulating late phases (MYH8) was also observed 
in the muscle of COPD patients when compared to controls. Patients with COPD 
and	 low	weight	also	showed	upregulation	of	 the	genes	encoding	 IL-6	and	muscle	
growth	factors	(IGF-1	and	MGF).	We	saw	no	difference	on	primary	myoblast	cultures	
in either the ability of migration, proliferation, differentiation or the expression of 
key	muscle	regeneration	genes	between	patients	and	controls.	Study 4: Different 
oxidative	 stress	 and	 inflammatory	 (TNF-	 and	 its	 receptors,	 IL-1β,	 IL-6	 and	 CD18)	
markers	were	increased	in	the	VL	of	septic	patients	compared	with	controls,	with	no	
differences in the intercostal muscle. Conclusions: We	found	significant	alterations	
in the muscles of both COPD and septic patients, although the latter had a distinct 
pattern between respiratory and peripheral muscles. High intensity training induces 
clinical improvement in COPD patients, with no increases in the levels of oxidative 
stress and inflammation. The mechanisms of muscle regeneration appear to be 
altered in the VL of COPD patients, which is probably due to the interaction of local 
factors in vivo. Muscle fiber phenotype predicts mortality of these patients.

Nota preliminar
Colaboraciones

Todos los estudios que conforman esta tesis doctoral se han realizado en colaboración 
con otros grupos de investigación de ámbito nacional e internacional.

El primer estudio titulado “Mejoría de la calidad de vida y capacidad de ejercicio 
sin cambios en la biología muscular tras entrenamiento general de pacientes con 
EPOC grave”, publicado en la revista Medicina Clínica, se realizó en colaboración con 
los	equipos	de	 los	doctores	Pawel	Sliwinski	 (Department of Respiratory Medicine, 
Institute of Tuberculosis and Lung Diseases de Varsovia, Polonia) y Juan B Galdiz 
(Departamento de Neumología, Hospital Universitario de Cruces, Bilbao). 

El segundo estudio, titulado “Vastus Lateralis Fiber Shift Is an Independent Predictor 
of Mortality in Chronic Obstructive Pulmonary Disease”, fue publicado finalmente 
como Carta al Editor en la revista American Journal of Respiratory and Critical Care 
Medicine, y	se	realizó	en	colaboración	con	los	equipos	de	los	doctores	M.I.Polkey	
(Respiratory Biomedical Research Unit, Royal Brompton Hospital de Londres, 
Inglaterra), F.Maltais (Institut Universitaire de cardiologie et de pneumologie de 
Québec, Université Laval de Quebec, Canadá) y I.Vogiatzis (Department of Respiratory 
Medicine, National & Kapodistrian University of Athens, Grecia). 

El tercer estudio titulado “Alteraciones de la regeneración en el músculo cuádriceps 
de pacientes con EPOC y masa muscular reducida: ¿Consecuencia del microambiente 
celular?”, actualmente en proceso de peer review para su posible publicación, se ha 
realizado en colaboración con los equipos de los doctores X.Trepat, D. Navajas y 
R.Farré (Unitat de Física & Bioenginyeria. IBEC – UB, de Barcelona).

El cuarto estudio titulado “Inflamación y Estrés Oxidativo en los músculos 
respiratorios y periféricos de pacientes con sepsis grave” , fue publicado como 
original en la revista Medicina Clínica y se realizó en colaboración con el equipo de la 
Dra F.Árbol (Unidad de Cuidados intensivos, Hospital de Nuestra Señora del Prado, 
Talavera de la Reina).
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1. Introducción
1.1. La inflamación

La inflamación es un proceso fisiológico inespecífico mediado por múltiples células 
y moléculas con el objetivo de defender al organismo, aislando y/o destruyendo a 
posibles agentes nocivos (noxas), así como de iniciar el proceso de reparación del 
tejido dañado. 

La respuesta inflamatoria se caracteriza por un incremento en la permeabilidad 
capilar, el acúmulo de líquido y proteínas plasmáticas, y la presencia masiva y 
activación de células leucocitarias (1).

En ocasiones el tejido dañado se restituye de forma completa, conservando su 
estructura y función iniciales (restitución ad integrum), pero en ocasiones se crea un 
tejido con nuevas características, lo que se denomina remodelado (Fig.1)

Fig.1.	Esquema	del	proceso	de	daño	y	reparación	tisular.
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Clínicamente la inflamación se ha dividido en dos patrones bien definidos: la 
inflamación crónica y la inflamación aguda. Ambos tipos presentan una respuesta 
vascular y celular mediada por múltiples moléculas y factores químicos que se 
describirán más adelante.

La inflamación aguda presenta un inicio rápido y generalmente es de corta duración 
(horas o días). Su principal característica es la exudación de líquido y células 
plasmáticas que generarán edema y migración de leucocitos (principalmente 
neutrófilos) (2).

La inflamación crónica es de más larga duración (semanas o meses) y se caracteriza 
por la presencia predominante de linfocitos, macrófagos, proliferación de vasos 
sanguíneos, así como fibrosis e incluso necrosis tisular.

Por otra parte, en los últimos años se ha postulado un tercer tipo de inflamación 
que ocurriría en las fases iniciales del proceso o bien en entidades crónicas, y que 
algunos autores denominan como inflamación de “baja intensidad” (3). En este 
tipo de inflamación la presencia de células inflamatorias es escasa y el componente 
vascular inapreciable, existiendo básicamente un incremento en los mediadores 
químicos.

1.1.1 Células del sistema inmune

A modo de breve resumen, puede afirmarse que el sistema inmunitario está formado 
por un conjunto heterogéneo de células, de las que las más importantes son los 
leucocitos. Éstos son los encargados de regular la respuesta inflamatoria mediante 
el reconocimiento, procesamiento y presentación de antígenos extraños a las células 
efectoras. Una vez reconocido un antígeno e identificados sus determinantes como 
extraños, el sistema inmunitario puede llevar a cabo dos clases de respuestas: según 
se trate de la inmunidad de tipo humoral o de la celular.

a) Linfocitos T

Los linfocitos T son los responsables fundamentales de la inmunidad celular, 
constituyendo el 70% del total. Se originan en las células precursoras linfáticas 
(linaje linfoide), que migran desde la médula ósea hasta el timo y se diferencian allí 
bajo la influencia de hormonas locales. Se caracterizan entre otros factores, por la 
existencia de antígenos específicos de superficie o cluster of differentation (CD). En 
este sentido se considera que uno de los mejores marcadores del linaje T es el CD3. 

Cuando el linfocito T se activa se conoce ya como linfocito T citotóxico, y puede 
reconocer y destruir a las células diana (portadoras de antígenos específicos 
identificables por sus receptores). Estos linfocitos necesitan tener contacto con la 
membrana de las células que contienen los antígenos extraños para inducirles la 
activación del programa de muerte celular (apoptosis) (Fig.2). 

b) Linfocitos B

Son los principales responsables de la inmunidad humoral, ya que son precursores 
de las células productoras de anticuerpos (células plasmáticas). Constituyen sólo el 
10-20	%	de	los	 linfocitos	periféricos	circulantes.	La	maduración	de	los	 linfocitos	B	
ocurre sobre todo en la médula ósea y son células que se caracterizan entre otras, 
por la presencia de CD19, CD38 y CD40 en su membrana. Cuando se estimulan por 
un antígeno, proliferan y todo el clon celular descendiente de un linfocito B activado 
produce inmunoglobulinas con el mismo lugar de combinación antigénica (Fig.2). 

c)	Linfocitos-Natural Killer (NK)

Se consideran la primera línea defensiva frente a distintas agresiones. Constituyen 
aproximadamente el 10% restante de los linfocitos presentes en sangre periférica. 
Pueden lisar diversas células sin necesidad de sensibilización previa. No existe una 
proteína de membrana específica para estos linfocitos, aunque en la práctica clínica 
se detectan habitualmente utilizando el CD16 y/o el CD56. 

d) Macrófagos

Son células que proceden de los monocitos (linaje mieloide). En condiciones 
normales se encuentran dispersos de forma difusa por los tejidos mesenquimales 
o se agrupan en ciertas vísceras (hígado, bazo, ganglios linfáticos y también en los 
pulmones, etc.). Actúan tanto como filtros de partículas, microorganismos y células 
envejecidas, procesando y presentando antígenos a los linfocitos T y B. Entre otras 
propiedades, se caracterizan por expresar en su membrana el CD68 (Fig.2). 

e) Polimorfonucleares

Los polimorfonucleares son células que, al igual que los macrófagos, proceden del 
linaje mieloide. Son las células leucocitárias más abundantes en la sangre del ser 
humano, representando el 60% del total. Su núcleo forma cuatro o cinco lóbulos 
unidos, y en su mayor parte se denominan neutrófilos. Los gránulos azurófilos 
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contienen	 enzimas,	 como	 la	 peroxidasa,	 fosfatasa	 ácida	 y	 alfa-glucuronidasa.	
Participan en la eliminación de parásitos de gran tamaño y en la modulación de la 
respuesta inmune (Fig.2). Pequeños porcentajes de células blancas constituyen los 
eosinófilos y los basófilos. 

Todas las células del linaje mieloide expresan diferentes isoformas de CD45. Por otra 
parte, todas las células leucocitárias expresan CD18 por lo que se considera que éste 
es un excelente marcador panleucocitário.

1.1.2 Citoquinas Proinflamatorias

Son proteínas del sistema inmunitario que regulan la función tanto de las células 
que las producen como de otros tipos celulares. Las citoquinas son agentes 
responsables de la comunicación intercelular, inducen la activación de receptores 
específicos de membrana, funciones de proliferación y diferenciación celular. Son 
producidas fundamentalmente por linfocitos y macrófagos activados, siendo las 
moléculas responsables de la estimulación de la respuesta inmune, tanto humoral 
como celular (4).

En general se puede afirmar que la respuesta inflamatoria se caracteriza por un 
aumento de las citoquinas proinflamatorias así como de las llamadas antiinflamatorias, 
cuya función principal es la de limitar la respuesta inflamatoria en los tejidos. El 
equilibrio entre estos dos tipos de citoquinas es el que determinará el estado 
inflamatorio de un tejido (Tabla.1).

En realidad el tema es más complejo pues unas y otras tienen efectos redundantes y 
pueden actuar como sus opuestas en determinadas circunstancias. 

Las citoquinas secretadas por los linfocitos se conocen en general como linfoquinas 
o interleuquinas (IL), ya que son reguladoras de las respuestas de los leucocitos en 
general. Su principal función es la de asegurar la defensa del huésped mediante la 
activación y expansión de las células inflamatorias durante la respuesta inmunitaria, 
así como el control de la destrucción de dichas células cuando ya no son necesarias. 
Algunas citoquinas proinflamatorias incrementan el catabolismo muscular pero 
algunas de ellas también participan en la regeneración muscular (5, 6).

Fig.2. Esquema de las células del sistema inmune y su función.

Principales Citoquinas 
Proinflamatorias

Principales Citoquinas 
Antiinflamatorias

TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-γ IL-4, IL-13, IL-6, IL-1Ra, TGF-β, IL-10

Tabla.1. Principales citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. TNF (Factor de Necrosis 
Tumoral), IL (Interleuquina), IFN (Interferón), TGF (Factor de Crecimiento Transformante).
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c)	Interleuquina-6

La	 IL-6	es	una	citoquina	proinflamatoria	producida	por	una	gran	variedad	de	tipos	
celulares,	 principalmente	 los	macrófagos.	 Al	 igual	 que	 la	 IL-1,	 también	 puede	 ser	
secretada	por	las	células	musculares.	El	receptor	de	IL-6	(IL-6R)	carece	de	una	forma	
conocida	de	transducción	de	señal,	por	lo	que	el	complejo	IL-6/IL-6R	debe	asociarse	
a la proteína transmembrana gp130. Este receptor presenta una expresión ubicua en 
el organismo, aunque altamente regulada. Aún así, todas las células del organismo 
son	capaces	de	responder	a	la	estimulación	de	IL-6	gracias	a	la	existencia	de	la	forma	
soluble	del	receptor	(sIL-6R)	(14),	lo	que	potencia	la	actividad	de	esta	citoquina	(15).	
La	 IL-6	 se	 ha	 relacionado	 con	diversas	 funciones	 incluyendo	 la	 respuesta	 inmune,	
lipólisis, producción hepática de reactantes de fase aguda, mediación de la fiebre 
y	 proliferación	 de	 progenitores	 hematopoiéticos	 (16).	 Además,	 la	 IL-6	 induce	 un	
aumento del metabolismo proteico y estimula el crecimiento de las células T activadas. 

Por	 otra	 parte	 la	 IL-6,	 conjuntamente	 con	 la	 IL-10	 y	 la	 IL-1,	 constituyen	 potentes	
inhibidores	de	 la	producción	de	TNF-α	por	 las	células	mononucleares	periféricas,	
lo que le confiere una capacidad dual con ciertos efectos antiinflamatorios (17). 
También,	la	IL-6	es	esencial	para	la	proliferación	de	las	células	satélite	y	por	tanto,	
para la reparación muscular (18, 19).

Cabe	destacar	que	 la	 IL-6	puede	 incrementarse	de	 forma	 significativa	durante	el	
ejercicio	(20-23).	Inicialmente	se	creyó	que	este	fenómeno	era	secundario	al	daño	
muscular inducido por la actividad, pero estudios posteriores han demostrado la 
ausencia de elevación clara de otros marcadores de inflamación o daño muscular 
durante	el	ejercicio	moderado-ligero	(21,	24).	El	incremento	de	la	IL-6	durante	éste	
dependería sobretodo de su intensidad y duración,  de la masa muscular y de la 
capacidad de resistencia de cada individuo (25, 26).

a)	TNF-α

El	TNF-α	es	una	citoquina	descrita	en	1975	por	Carswell	(7),	y	que	es	liberada	por	
múltiples células (monocitos, macrófagos, linfocitos, células musculares, etc.). Posee 
una potente acción proinflamatoria, que está mediada por su interacción con dos 
tipos	de	receptores	funcionalmente	distintos:	TNF-R55	y	TNF-R75,	también	llamados	
R1 y R2, respectivamente). 

Muchas	 de	 las	 bioactividades	 del	 TNF-α	 son	 compartidas	 con	 otras	 citoquinas,	
particularmente	con	la	IL-1	e	IL-6.	Estas	actúan	sobre	la	función	de	diversos	órganos	
de forma tanto directa como indirecta, estimulando determinados mediadores 
secundarios. Entre estos últimos destaca la forma inducible de la Óxido Nítrico 
Sintetasa (NOSi), que induce un incremento en la síntesis del Óxido Nítrico (NO). 

A	 nivel	 de	 la	 regeneración	 muscular,	 se	 sabe	 que	 el	 TNF-α	 es	 capaz	 de	 activar	
la proliferación y diferenciación de las células satélite a través del aumento de 
nicotionamida	 n-metiltransferasa	 (NNMT)	 (8).	 Por	 otra	 parte	 algunos	 autores	 han	
observado	que	el	TNF-α	inhibe	la	formación	de	los	miotubos,	probablemente	a	través	
de	la	activación	de	NF-Kβ	y	la	inhibición	de	actividad	de	IGF-1	(9).	Contrariamente,	en	
estudios recientes de nuestro grupo todavía no publicados, se ha observado que el 
bloqueo	completo	de	ambos	receptores	del	TNF-α	(TNFR1	y	TNFR2)	también	produce	
una inhibición del proceso de diferenciación, lo que podría reforzar la idea de que esta 
molécula es necesaria a bajas dosis para el correcto proceso de regeneración muscular.

b)	Interleuquina-1

La	IL-1	es	una	citoquina	proinflamatoria	secretada	principalmente	por	los	macrófagos,	
aunque puede ser secretada por múltiples células, entre ellas las fibras musculares. 
La	IL-1	puede	ejercer	sus	efectos	sobre	casi	todos	los	tipos	celulares	(10)	y	su	principal	
función es la de activar a los linfocitos T en respuesta a diferentes antígenos. Por otra 
parte,	la	IL-1	promueve	la	expresión	de	diferentes	citoquinas	y	factores	de	crecimiento	
que generarán un aumento de producción de neutrófilos por parte de la médula 
ósea.	La	IL-1	tiene	3	isoformas:	IL-1α,	IL-1β	e	IL-1RA	(cada	una	de	ellas	codificada	por	
un gen diferente, pero situados todos ellos en el cromosoma 2). Los receptores de 
IL-1	(IL-1R)	forman	parte	de	la	superfamilia	IL-1/Toll-Like	(TLR)	(11).	La	IL-1	se	une	a	
dos tipos específicos de receptores de membrana: la unión con el receptor tipo I 
(IL-1R1)	produce	un	cambio	conformacional	del	mismo,	generando	la	transducción	
de la señal. Es probablemente el responsable de todos los efectos biológicos de la 
citoquina	(12).	En	cambio,	el	receptor	tipo	II	(IL-1R2)	es	capaz	de	interaccionar	con	la	
IL-1,	aunque	su	señal	biológica	no	es	bien	conocida	hasta	la	fecha	(13).



40 Caracterización del fenotipo muscular en la EPOC y sepsis en pacientes: 
Estructura fibrilar, Inflamación, Estrés oxidativo y Regeneración 41Introducción

1.2. El estrés oxidativo y el nitrosativo

1.2.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo deriva de un fenómeno biológico: el flujo de electrones de una 
molécula a otra dentro de un mismo sistema. Cuando se produce la presencia de 
átomos con electrones desapareados y no funcionan adecuadamente los sistemas 
antioxidantes, los radicales libres reaccionarán indiscriminadamente con otras 
moléculas. Según la molécula diana, esta reacción a menudo conllevará daño a las 
estructuras celulares (membranas, ADN,…) y/o inactivación enzimática. 

Las Especies Reactivas de Oxígeno (ERO) son moléculas altamente  agresivas formadas 
de manera natural como subproducto del metabolismo del oxígeno. Presentan un 
electrón desapareado en su último orbital, lo que les confiere una alta inestabilidad y 
capacidad de reaccionar con múltiples moléculas (27). Una de las principales fuentes 
de producción de ERO es la cadena mitocondrial de transporte de electrones (28). 
Por otra parte, las ERO tienen la capacidad de formar aldehídos tóxicos, como por 
ejemplo, el Malondialdehído (MDA) y el Hidroxinonenal (HNE), al reaccionar con los 
ácidos poliinsaturados de las membranas celulares. También tienen la capacidad de 
modificar propiedades bioquímicas de diversas proteínas, induciendo cambios en 
su susceptibilidad a la degradación y en la actividad de diferentes enzimas (29). La 
producción excesiva de ERO generada durante un proceso inflamatorio agudo puede 
sobrepasar a la capacidad antioxidante de un tejido, generando un estado de estrés 
oxidativo. Las principales ERO son el Anión Superóxido (O2

-), el Peróxido de Hidrógeno 
(H2O2) y los Radicales Hidroxilo (HO-). Los efectos de las ERO se regulan gracias a un 
sistema de enzimas antioxidantes (Catalasa, Superóxido Dismuntasa, Glutation,…).

1.2.2. Estrés Nitrosativo

El óxido nítrico (NO) es una molécula de pequeño tamaño sintetizada por un grupo de 
hemoproteínas	conocido	como	NO-Sintetasa	(NOS).	El	NO	también	posee	un	electrón	
desapareado en su último orbital y, por tanto, participa en numerosos procesos 
biológicos (30). La unión del NO con el anión superóxido da lugar a la formación de 
peroxinitrito (ONOO-), un potente agente capaz de oxidar directamente a proteínas, 
lípidos y ácidos nucleicos, modificando su estructura y su función. También se une de 
forma	selectiva	con	la	Tirosina,	formando	3-Nitrotirosina	(31-33),	que	es	considerada	
uno de los marcadores biológicos más importantes de la producción de NO y de sus 
efectos	deletéreos	a	nivel	celular	(34-36).

Como se ha comentado anteriormente, es habitual la producción de EROS y 
de NO en diferentes procesos metabólicos. Las EROS tienen también un papel 
importante en la señalización celular y son necesarias para la producción normal de 
la contracción muscular (37). El NO, por otra parte, participa en diferentes procesos 
como neurotransmisor, como regulador de la tensión arterial, en la relajación del 
músculo liso y en la regulación del sistema inmunológico.

1.3. El músculo estriado

1.3.1. Estructura

El músculo estriado o esquelético, también denominado “voluntario”, es el mayor 
componente tisular en el organismo, representando aproximadamente el 40% del 
peso total en un individuo sano. Está  formado fundamentalmente por dos proteínas 
estructurales: la actina y la miosina. Ambas se organizan formando las sarcómeras 
(unidades contráctiles), y éstas a su vez se organizan en miofibrillas, que se sitúan 
paralelamente para formar la fibra muscular. Los haces de fibras constituyen los 
fascículos musculares, cuyas agrupaciones forman el músculo propiamente dicho. 
Las fibras musculares son células sincitiales, es decir multinucleadas y posmitóticas, 
que se disponen en paralelo longitudinalmente, y pueden alcanzar hasta los 50 cm 
de longitud. 

Ya en el siglo XIX se describieron dos tipos de fibras macroscópicamente diferentes 
y que podían encontrarse formando parte de un mismo músculo. Por un lado, 
fibras rojas, delgadas y con abundantes gránulos en su interior, y por otra parte, 
fibras blancas, de mayor tamaño y con menor densidad de gránulos. Las fibras rojas 
contienen una gran cantidad de mioglobina y se hallan acompañadas de una gran 
vascularización, lo que justifica su color. 

Posteriormente las fibras se clasificaron según su actividad contráctil: las fibras de 
contracción lenta o slow-twicht, con una velocidad de contracción de entre 50 y 80 m/
seg y que se estimulan con facilidad, y las fibras de contracción rápida o fast-twicht, 
con una velocidad de contracción entre 70 y 110 m/seg, pero con una estimulación 
más dificultosa. Estudios posteriores con estimulación repetida a bajas frecuencias 
concluyeron que éstas no lograban inducir la aparición de fatiga o lo hacían con gran 
dificultad en las fibras lentas. Cuando estímulos similares se aplicaban a las fibras 
rápidas se obtenían dos patrones de comportamiento: unas eran  relativamente 
resistentes a la fatiga y otras a desarrollaban con mayor facilidad. Más adelante, 
el desarrollo de las técnicas bioquímicas e histoquímicas permitió reconocer 
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los diferentes perfiles de actividad metabólica de las fibras musculares. Con ello 
apareció una nueva clasificación basada fundamentalmente en la actividad Adenosin 
Tri-Fosfatasa	 (ATP-asa).	 Combinando	 las	 diferentes	 propiedades	mencionadas,	 se	
acepta que existen: 

Fibras	de	tipo	I:	Poseen	escasa	actividad	ATP-asa	a	pH	ácido	y	tienen	un	metabolismo	
fundamentalmente oxidativo. Poseen muchas mitocondrias pero poco glucógeno, 
lo que les permite participar en ejercicios prolongados con moderado consumo 
energético. 

Fibras	 de	 tipo	 II:	 Con	 elevada	 actividad	 ATP-asa	 a	 pH	 ácido	 y	 un	 metabolismo	
predominantemente glucolítico. Se trata de fibras que contienen pocas mitocondrias 
y mucho glucógeno. Por este motivo son poco resistentes a la fatiga pero de 
contracción muy potente (ejercicios breves pero intensos). 

Modificaciones realizadas posteriormente en la alcalinidad del medio de reacción 
permitieron establecer una subdivisión de las fibras de tipo II en: tipo IIa, con 
una	reacción	débil	de	ATP-asa	en	cualquier	medio	ácido	 (pH	4,2	y	4,6)	y	que	son	
moderadamente resistentes a la fatiga, y tipo IIb, que experimentan una fuerte 
reacción	ATP-asa	en	medio	ácido	(p.e.	a	pH	4,6)	y	son	fácilmente	fatigables.	

Finalmente mediante la utilización de anticuerpos específicos para reconocer los 
distintos tipos de isoformas de la cadena pesada de la miosina (MyHC) se ha abierto 
paso a la clasificación inmunohistoquímica de las fibras musculares. Así las fibras se 
pueden clasificar en las que expresan predominantemente MyHC I,  IIa, IIb (ausentes 
en los seres humanos), IIx, MyHC embrionaria y MyHC neonatal. Las MyHC I, IIa y 
IIx son las que mayoritariamente se expresan en humanos adultos, mientras que las 
formas embrionaria y perinatal suelen hacerlo en dichos periodos tempranos del 
desarrollo,	o	ante	la	presencia	de	estrés	o	lesión	muscular	en	sujetos	adultos	(38-
40). Las fibras que coexpresan más de una isoforma de cadena pesada de miosina se 
denominan fibras híbridas y en ocasiones estas fibras son clasificadas atendiendo a 
la miosina predominante. Combinando los diferentes conocimientos estructurales, 
metabólicos y funcionales, hoy en día se considera que existen tres tipos básicos 
de fibras: de tipo I, de tipo IIa y de tipo IIb (aunque estas ultimas en seres humanos 
deberían denominarse en realidad IIx).

1.3.2. Función muscular

Cuando el potencial de acción llega a la unión neuromuscular se libera acetilcolina. 
Esto ocasiona un cambio de potencial en la membrana de la fibra muscular, que 
libera el calcio de las cisternas terminales, provocando a su vez el deslizamiento 
de las moléculas de miosina sobre las de actina y generando un acortamiento de 
las sarcómeras y contracción muscular. Se trata, pues, de un proceso activo que 
requiere	de	consumo	de	energía.	Ésta	es	proporcionada	por	el	Adenosin	Tri-fosfato	
(ATP), que se obtiene principalmente del metabolismo oxidativo o aeróbico, más 
eficiente que el anaeróbico y que por lo tanto permitirá contracciones más duraderas 
y repetibles. 

Se denomina Fuerza a la expresión mecánica de la máxima capacidad contráctil 
de un músculo. La fuerza se evalúa mediante maniobras que implican un esfuerzo 
máximo, generalmente de corta duración. El principal determinante de la fuerza es 
la masa muscular aunque también influyen las características intrínsecas del propio 
músculo (tipo de fibras, densidad de éstas, etc). La intensidad de la contracción del 
músculo depende además del número de unidades motoras reclutadas, de la tasa 
de activación de las mismas y de la relación que existe entre la longitud y tensión 
de la fibra. Por lo tanto, existe una longitud determinada en la que la respuesta 
contráctil es óptima (Lo).

La fuerza de los músculos respiratorios se evalúa mediante la  determinación de la 
presión que generan con su contracción máxima. Existen varias maniobras que se 
utilizan para medir la fuerza de estos músculos, siendo las de determinación estática 
de las presiones en boca las más utilizadas: Presión Inspiratoria Máxima (PIM) y 
Presión Espiratoria Máxima (PEM). Por otra parte, la fuerza de las extremidades 
también se puede evaluar, generalmente a través de la contracción isométrica del 
cuádriceps o la valoración de de la fuerza prensil de la mano mediante dinamómetros. 

La Resistencia es la capacidad de mantener un esfuerzo submáximo en el tiempo. Se 
relaciona directamente con la capacidad oxidativa del músculo y dependerá  sobre 
todo del porcentaje de fibras de tipo I (y también, en menos medida de fibras de 
tipo IIa), del número de capilares y de la actividad enzimática en las vías aeróbicas. 
La resistencia se evalúa mediante la repetición de esfuerzos contráctiles. Éstos se 
pueden aplicar de forma incremental o carga constante. Para la valoración de la 
resistencia de los músculos respiratorios se hace respirar al sujeto contra cargas 
respiratorias (resistivas o mejor, de tipo umbral), determinándose la carga máxima 
y/o el tiempo que es capaz de mantenerlas. Pueden obtenerse así la Presión Máxima 
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Tolerada (PMT) (cargas incrementales) o el Tiempo Limite (Tlim) (carga constante 
submáxima). La valoración de la resistencia de los músculos periféricos se realiza 
mediante un sistema similar, aplicando cargas submáximas y determinando el 
tiempo de aguante (41). La función muscular periférica también puede aproximarse 
de forma indirecta con la prueba de marcha de 6 minutos, donde se evalúan los 
metros recorridos y síntomas experimentados durante 6 minutos, o mediante una 
prueba de esfuerzo cardiopulmonar en cicloergómetro o treadmill.

1.3.3. Disfunción muscular

La disfunción muscular es un concepto que engloba aquellas situaciones en las 
que la función contráctil esta comprometida, ya sea por afectación directa de los 
músculos o secundariamente a otra enfermedad (39, 42). Cuando existe disfunción 
de los músculos respiratorios, ésta se podrá presentar con insuficiencia respiratoria 
hipercápnica o mixta. Por otra parte, la disfunción de los músculos periféricos (con 
el cuádriceps como máximo exponente) se presentará con limitación funcional a la 
deambulación y otras actividades de la vida diaria. Ambas situaciones presentan 
graves implicaciones para los pacientes en términos de calidad de vida, capacidad 
de	ejercicio	e	incluso	morbi-mortalidad	(43-45).	

Se conoce como fatiga muscular la incapacidad temporal de mantener un 
determinado esfuerzo, siendo reversible con el reposo. La debilidad muscular por 
el contrario, es la incapacidad relativamente permanente de mantener un nivel 
determinado de actividad. Ambos conceptos no son independientes, así un músculo 
débil generalmente será más fácilmente fatigable (46). En el caso de los músculos 
respiratorios, ambas situaciones (fatiga y debilidad) pueden comportar fracaso 
ventilatorio con hipercapnia e hipoxemia. Como se ha mencionado, en el caso de los 
músculos periféricos generará limitación al esfuerzo y la movilidad se verá reducida.

Por otra parte, es ahora oportuno recordar algunos conceptos utilizados con 
frecuencia de forma excesivamente libre, que pueden inducir a confusión. Es el caso 
de Atrofia muscular, Daño muscular y Caquexia.

La atrofia muscular debería hacer referencia estrictamente a la disminución 
del tamaño de las fibras o de la masa general muscular. Generalmente la atrofia 
conllevará disfunción muscular con debilidad y fatigabilidad precoz, aunque no 
siempre. Existen una serie de fenómenos moleculares que conllevarán o potenciarán 
la disfunción del músculo al generar atrofia del mismo.

El daño muscular es una lesión estructural de la sarcómera, sarcolema u otras 
estructuras, que también conllevará disfunción. El clásico ejemplo de daño muscular 
es aquél que se produce tras un ejercicio intenso. Este produce una alteración 
ultraestructural con disrupción de la membrana basal y de las estructuras contráctiles 
de las fibras. Si la lesión es importante se genera una degeneración citoplasmática 
y se inicia un proceso de fagocitosis con infiltración de macrófagos y leucocitos 
polimorfonucleares. En este proceso se liberan gran cantidad de enzimas, algunas de 
ellas con efectos líticos sobre proteínas del citoesqueleto (Fosfolipasas, Proteasas, 
Endonucleasas, Calpaína,…) (47, 48). Al daño puede seguirle fisiológicamente la 
reparación o regeneración muscular.

La caquexia es un complejo síndrome metabólico y sistémico, relacionado 
directamente con una enfermedad subyacente, que provoca intensa anorexia, 
astenia y pérdida de peso. Se caracteriza por una pérdida de masa muscular con o 
sin disminución del tejido adiposo. Los procesos inflamatorios crónicos, la resistencia 
a la insulina y el aumento del recambio proteico tisular están frecuentemente 
asociados a la caquexia (49). Para su diagnóstico se considera como criterio mayor la 
pérdida de peso superior al 5% en los últimos 12 meses. La disminución de la fuerza 
muscular, la astenia, la disminución del índice de masa grasa corporal, el aumento 
de	marcadores	 inflamatorios	 (p.e.	 IL-6),	 la	 anemia	 (cifras	 de	 hemoglobina	 <12	 g/
dl)	 o	 la	 hipoalbuminemia	 (albúmina	 <	 3,2	 g/dl)	 se	 consideran	 criterios	menores.	
Para confirmar la presencia de caquexia es necesario demostrar un criterio mayor 
asociado al menos a tres criterios menores (50). En la presente tesis doctoral se 
ha  preferido utilizar los términos “bajo peso” y masa muscular reducida, y no el de 
“caquexia” para ser más estrictos con el significado.

1.3.4. Fisiopatología de la disfunción muscular

La disfunción muscular hace referencia a una situación clínica con compromiso de 
la actividad contráctil y sus derivadas, fuerza, resistencia y fatigabilidad. Existen 
múltiples factores y mecanismos biológicos que contribuyen a la aparición de 
disfunción muscular. Entre ellos destacan el decondicionamiento (que actúa 
sobretodo en los músculos periféricos) o el aumento/disminución de actividad  
en condiciones adversas (efecto predominante en los músculos respiratorios), la 
malnutrición, la edad, el sedentarismo, diversas enfermedades (entre ellas la EPOC), 
procesos sistémicos inflamatorios, tratamientos concomitantes y aspectos genéticos 
(51). Ademas, cabe destacar que en muchas ocasiones pueden coexistir diferentes 
factores y mecanismos de disfunción, lo que agrava el proceso. En general, los 
factores y los mecanismos moleculares que contribuyen a la disfunción muscular 
podrían	dividirse	en	2	grandes	grupos:	mecánicos	y	metabólicos-estructurales	(46).
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1.3.4.1. Factores y mecanismos moleculares mecánicos 

Las enfermedades que cursan con obstrucción al flujo aéreo y que conllevan un 
incremento en los volúmenes pulmonares (hiperinsuflación), así como aquellas 
entidades que se caracterizan por una alteración morfológica de la caja torácica, 
pueden modificar la longitud del diafragma, alejándolo de la Lo óptima, y en 
consecuencia alterar su función. Este incremento en el trabajo ventilatorio puede 
generar un desequilibrio entre la oferta y la demanda metabólica al músculo, lo que 
también contribuye a su disfunción. Es infrecuente que en gente sana se produzca 
este mecanismo de disfunción muscular, reservándose en general a los grupos 
de pacientes antes referidos. Este apartado se amplia en la sección dedicada a la 
disfunción muscular en la EPOC.

El decondicionamiento: La falta de ejercicio muscular conlleva atrofia de este 
tejido, con la consecuente disfunción. En general este fenómeno se objetiva 
en sujetos con baja actividad física, lo que generalmente se manifiesta en la 
musculatura de las extremidades inferiores. Sin embargo, no es raro encontrar 
también decondicionamiento en la musculatura respiratoria, sobretodo en aquellos 
pacientes sometidos a ventilación mecánica durante largos períodos de tiempo, 
fundamentalmente en sus modalidades controladas y con sedación, en las que 
posteriormente se necesitará un proceso de adaptación progresiva a la respiración 
espontánea.

1.3.4.2. Factores y mecanismos metabólicos-estructurales 

La Inflamación y el Estrés Oxidativo. Los mecanismos mediante los cuales los 
procesos inflamatorios y la presencia de estrés oxidativo conllevan alteración de la 
función muscular son múltiples. Es conocido que el incremento de determinados 
mediadores inflamatorios puede alterar directamente la capacidad contráctil del 
músculo e inducir incremento en la degradación de sus  proteínas (5, 39). Los niveles 
de	TNF-α	se	han	relacionado	tanto	con	la	atrofia	y	pérdida	de	masa	muscular,	como	
con la inducción de estrés oxidativo y la disminución de fuerza contráctil (37, 52, 
53). Por otra parte, la alteración del equilibrio redox, genera estrés oxidativo, el cual 
produce generalmente efectos nocivos sobre la estructura (activación de sistemas 
proteolíticos con degradación proteica, daño muscular, modificación del ADN…) y 
alteración	directa	de	la	función	muscular	(54-59).

La Hipoxia y la Hipercapnia por sí mismas pueden ser mecanismos de disfunción 
muscular (60). En este sentido en condiciones normales existen múltiples moléculas 
que participan en la transformación de la energía en contracción muscular, entre 
ellos destacan el ATP, el Adenosín Difosfato (ADP), los hidrogeniones (H+), los iones 
magnesio (Mg2+), el fosfato inorgánico (Pi) y la fosfocreatina (PCr). En términos 
globales la musculatura esquelética se fatiga al existir una alteración en el equilibrio 
metabólico habitual. Es decir, por a la acumulación de productos de degradación (H+ 
o Pi) o la disminución en la cantidad de los componentes que producen energía (ATP, 
ADP o PCr). Cuando se genera la degradación de la PCr, se forma simultáneamente 
Pi y se eleva el lactato, produciendo un incremento en la concentración de los H+ y 
por consecuencia una reducción del pH intracelular. La concentración elevada tanto 
de H+ como de Pi, produce una reducción en la sensibilidad miofibrilar del Ca2+ y 
una alteración secundaria del proceso de contracción muscular. Adicionalmente a la 
hipoxemia, la acumulación de ácido láctico y la acidosis secundaria a la hipercapnia 
producen una alteración en la glucólisis y el ciclo de Krebs, reduciendo la producción 
de la ATP. Todos estos procesos producen una alteración de la contracción de la 
fibra muscular y disfunción muscular. Por otra parte, durante la hipoxemia se 
produce un descenso de la saturación de oxígeno (SaO2) y de su contenido arterial 
(CaO2). En ocasiones, podría producirse también un descenso del flujo sanguíneo 
de las extremidades, debido principalmente al aumento del flujo sanguíneo en los 
músculos respiratorios necesario para mantener una correcta bomba ventilatoria 
en condiciones adversas. En determinadas circunstancias, si el evento clínico que 
propició la situación de hipoxia no se resuelve, la demanda de O2 para mantener 
las necesidades ventilatorias sobrepasa a la disminuida oferta, lo que facilitará el 
fracaso ventilatorio.  

La desnutrición, expresada como la reducción del peso o de la masa corporal, puede 
generar falta de aminoácidos esenciales para la correcta formación de proteínas 
y reparación del músculo. Habrá entonces una reducción de la masa muscular y 
cambios en la composición fibrilar (61).

Enfermedades Neuromusculares. Pueden tener mecanismos fisiopatológicos 
muy dispares con diferentes niveles de gravedad. La disfunción muscular es la 
consecuencia directa de la enfermedad y puede aparecer en situación inicial o 
avanzada. En general, la disfunción muscular respiratoria es el principal factor 
pronóstico en la mayoría de las enfermedades neuromusculares. 
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Fármacos. Uno de los principales fármacos que ha demostrado su implicación en la 
disfunción muscular son los esteroides, enterales o parenterales. Se ha observado 
que son capaces de desencadenar una miopatía tanto aguda cómo crónica (46) e 
incluso condicionar la supervivencia de los pacientes (62).

1.3.5. La Reparación-Regeneración muscular

La reparación del músculo es un proceso constante que ocurre en situaciones de 
normal actividad muscular. Sin embargo, este proceso regenerativo puede verse 
incrementado cuando se produce daño muscular. El daño muscular, como se ha 
mencionado ya, es una alteración estructural que según su magnitud condicionará 
una disfunción del músculo. La reparación, pues, hace referencia a los procesos 
celulares necesarios para subsanar el daño muscular o la atrofia, e intenta preservar 
las características metabólicas y funcionales del músculo.

La reparación del músculo estriado se lleva a cabo gracias a las células satélites, 
que poseen capacidad de regeneración. Se describieron en 1961 por Mauro (63), 
están localizadas entre la membrana basal de la fibra muscular y el sarcolema, 
y generalmente se encuentran en estado quiescente (inactivo). Se activan en 
respuesta	a	diversos	estímulos	(lesión,	ejercicio,	denervación,…)(38,	64-66),	y	una	
vez activadas migran y se fusionan con las miofibras  para reparar en daño existente, 
renovar los núcleos apoptóticos o incluso generar nuevas fibras (Fig. 3). Esta 
ordenada progresión de eventos implica la acción de proteínas específicas, también 
expresadas de forma secuencial (40) (Fig. 4).

Fibra Muscular
Célula Satélite

Proliferación de 
Células Satélite

Diferenciación y 
Fusión de Células 
Satélite

Fibra Muscular 
Reparada

Quiescéncia

Activación de 
Células Satélite

Daño
Atrofia

Apoptosis 
Nuclear

Formación de 
Nuevas Fibras

Fig. 3. Proceso de regeneración muscular. Activación, proliferación, diferenciación y fusión 
de las Células Satélite durante el proceso.
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No debe confundirse Regeneración con Remodelación, pues esta última es un 
proceso de cambio (con daño previo o no) del fenotipo muscular en respuesta a 
diversos estímulos. Durante este proceso es posible que se produzcan cambios en 
la expresión de las isoformas de cadenas pesadas de Miosina (MyHC) y en otros 
componentes musculares, como la densidad capilar, el número de mitocondrias o 
la longitud de las sarcómeras, y por lo tanto, en las características metabólicas y 
funcionales del músculo.

1.4. Modelo clínico de inflamación crónica de baja intensidad: La EPOC

La EPOC es una enfermedad caracterizada por la obstrucción poco reversible al flujo 
aéreo, consecuencia de cambios estructurales en el parénquima pulmonar y en la 
vía aérea, como consecuencia principalmente del hábito tabáquico (67) aunque 
también se han descrito otros factores etiológicos (68).

En los últimos años se ha puesto énfasis en la importancia de los aspectos inflamatorios 
y las manifestaciones sistémicas asociadas a la EPOC (69, 70), principalmente 
porque pueden condicionar el pronóstico de los pacientes. Entre las principales 
manifestaciones sistémicas destacan las alteraciones a nivel cardiovascular, del 
sistema nervioso central y periférico, alteraciones del metabolismo óseo, la anemia, 
deficiencias nutricionales y caquexia y la disfunción muscular (71), de la que se 
hablará posteriormente. Por todo ello, hoy en día se considera que la EPOC es una 
enfermedad de carácter multidimensional.

1.4.1. La inflamación y el estrés Oxidativo y nitrosativo en la EPOC

Podríamos considerar que la EPOC se asocia a una forma constante y atenuada de 
Síndrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) (3, 72). Así, se ha demostrado 
por diversos autores el aumento en los niveles de citoquinas y células inflamatorias 
en	un	porcentaje	importante	de	pacientes	con	EPOC	(73-77).	Por	otra	parte,	y	como	
ya	se	ha	comentado	previamente,	los	niveles	de	TNF-α	se	han	relacionado	tanto	con	
la atrofia y pérdida de masa muscular, como con la inducción de estrés oxidativo y 
la disminución de fuerza contráctil (37, 52, 53). Sin embargo, cabe recordar también 
que esta citoquina puede participar asimismo en la reparación muscular tras el 
daño. En este sentido estudios recientes realizados por nuestro grupo mediante un 
modelo	animal	de	cargas	ventilatorias,	han	demostrado	que	la	inhibición	de	TNF-α	
magnifica la lesión provocada en el diafragma por el sobreesfuerzo mecánico (78). 
Esto	sugiere	que	el	papel	del	TNF-α	en	el	músculo	es	más	complejo	de	 lo	que	se	
había pensado inicialmente.

Por otra parte, la propia inflamación, el tabaquismo, el sedentarismo, la hipoxia y 
otras situaciones que presentan los pacientes con EPOC, alteran el equilibrio redox 
(79), generando estrés oxidativo. Éste produce efectos nocivos sobre la estructura 
(activación de sistemas proteolíticos con degradación proteica, daño muscular,…) y 
función musculares (54). A su vez, el estrés oxidativo puede actuar recíprocamente 
como señal para la expresión de moléculas proinflamatorias. En el caso del músculo 
esquelético, el Estrés Oxidativo conllevará una disminución de la fuerza (57), sea en 

Fig.	4.	Proceso	de	regeneración	del	músculo	esquelético.	Se	muestra	la	activación	secuencial	
de los principales genes implicados.
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las extremidades (53, 80), o en el diafragma (52), aunque parece ser que los músculos 
periféricos podrían estar más afectados. Por otra parte se han relacionado los niveles 
de estrés con el grado de carga mecánica que soportan estos pacientes (81). 

Entre los sistemas antioxidantes capaces de compensar los niveles elevados de ERO 
destacan el de la Super Óxido Dismutasa (SOD) y el de la Catalasa. El desequilibrio 
entre los sistemas oxidante y antioxidante es el que determinará finalmente el 
estado	de	oxidación-reducción	de	un	tejido	(82).	La	nitrificación	de	aminoácidos	en	
concreto conlleva entre otros efectos, la pérdida de algunas proteínas estructurales 
y la inactivación y pérdida de función de algunos enzimas necesarios para la 
contracción muscular.

Cabe destacar que los pacientes con EPOC a menudo presentan empeoramiento 
agudo de los síntomas generalmente secundario a procesos infecciosos pulmonares 
(exacerbaciones). En estas situaciones se observa un incremento en la carga 
inflamatoria pulmonar y sistémica así como un incremento de la carga mecánica y 
metabólica (83) con un empeoramiento de la afectación musculatura esquelética. 
Algunos autores también han descrito una reducción de la masa muscular y de la 
fuerza durante el transcurso de una exacerbación (84).

1.4.2. Disfunción muscular en la EPOC

La disfunción muscular es una manifestación extrapulmonar frecuente en la 
EPOC (85). Como ya hemos mencionado anteriormente existen múltiples factores 
y mecanismos biológicos que contribuyen a la disfunción muscular en estos 
pacientes. En términos generales, la obstrucción de la vía aérea y la alteración de 
la caja torácica afectarán principalmente a los músculos respiratorios, aunque la 
limitación funcional generada por los mismos puede terminar repercutiendo en 
los periféricos. En la misma dirección, el sedentarismo afectará principalmente a 
los músculos de las extremidades (sobre todo inferiores). El humo del tabaco, la 
hipoxia, la hipercapnia, la acidosis, la malnutrición, la edad, las comorbilidades, los 
tratamientos concomitantes, etc., afectarán a todos los grupos musculares aunque 
cabe destacar que se ha observado que, a pesar de que ambos grupos musculares 
(respiratorios y periféricos) son de estructura estriada y están sometidos a los 
mismos factores sistémicos, las características de su disfunción tienen elementos 
particulares (39, 86).

1.4.2.1. Disfunción en los músculos respiratorios en la EPOC

La función del diafragma, músculos intercostales externos y paraesternales puede 
estar alterada en los pacientes con EPOC, expresándose como reducción tanto 
de su fuerza contráctil como de su resistencia (87). Por una parte ésto es debido 
a los cambios en la configuración del sistema respiratorio por la hiperinsuflación 
pulmonar, lo que conlleva el aplanamiento del diafragma y un acortamiento de la 
longitud de las fibras musculares, generando una situación contráctil desfavorable 
(87). Adicionalmente los músculos respiratorios deberán sobreponerse al incremento 
de la resistencia al flujo de aire secundaria a la obstrucción, lo cual dificulta aún mas 
el trabajo de los mismos.

Por otra parte, esta disfunción de los músculos respiratorios puede ser resultado del 
daño muscular ocasionado por el incremento del trabajo ventilatorio y la presencia 
de estrés oxidativo y nitrosativo (88). Inicialmente se creía que podía existir atrofia 
muscular en el diafragma de estos pacientes, pero los estudios más recientes no han 
hallado cambios significativos en el tamaño de las fibras musculares del diafragma  
(89). La hipoxia, la hipercapnia, el estado nutricional y el uso de medicamentos con 
conocida acción sobre la función muscular (corticoides) también han sido implicados 
en	la	disfunción	muscular	respiratoria	(73,	90-95).

Sin embargo, cabe destacar que también coexisten cambios que podríamos considerar 
como adaptativos en los músculos respiratorios de estos pacientes. Estos cambios 
permiten mantener relativamente la función contráctil. Por una parte en el diafragma 
existen cambios en la estructura y tamaño de las sarcómeras para adaptarse a 
una mejor contracción (96), así como un aumento de la capacidad aeróbica del 
músculo, al incrementarse el número de mitocondrias (97) y capilares (96). Por otra 
parte también se ha observado que las fibras musculares del diafragma de estos 
pacientes expresan mayor contenido de miosina de tipo I (96) lo que favorecería la 
capacidad de resistencia muscular. Contrariamente a lo que ocurre en el diafragma, 
en los músculos intercostales externos de los pacientes con EPOC podría existir un 
incremento de la expresión de miosina de tipo II (98). Ésto probablemente es debido 
al reclutamiento intermitente y de alta intensidad de estos músculos. Sin embargo, 
no todos los autores han reportado este último cambio. En este sentido, Levine et al 
observaron un incremento en la proporción de fibras de tipo I y un incremento de 
la	expresión	de	MyCH	I	en	los	músculos	intercostales-paraesternales	en	un	pequeño	
grupo de pacientes con EPOC (99).
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Cuando los pacientes con EPOC presentan una agudización, la situación generalmente 
empeora. La inflamación de la vía aérea, la hiperreactividad bronquial y la 
hipersecreción de moco aumentan el grado de obstrucción bronquial e incrementan 
las necesidades de trabajo ventilatorio. El incremento en la frecuencia respiratoria 
(FR) provocará además un aumento de la relación inspiración/espiración, con un 
descenso del tiempo espiratorio y un progresivo atrapamiento aéreo (hiperinsuflación 
dinámica). El diafragma más aplanado y acortado, se hallará en una situación más 
desfavorable para una correcta contracción del mismo. Por otra parte, la mayor 
alteración pulmonar del intercambio de gases puede condicionar un menor aporte 
de oxígeno al músculo, lo que en presencia de unas altas necesidades mecánicas 
derivará a un mayor desequilibrio entre la demanda y la oferta metabólicas.

1.4.2.2. Disfunción en los músculos periféricos en la EPOC

A finales del siglo pasado se observó que un número significativo de pacientes 
con EPOC presentaban una menor tolerancia al ejercicio por debilidad de las 
extremidades inferiores, coexistiendo con la limitación ventilatoria (100, 101). Al 
igual que ocurre en la musculatura respiratoria, los pacientes con EPOC tienen una 
pérdida de fuerza y resistencia en los músculos de las extremidades (41, 102, 103), 
así como una menor eficiencia en la contracción (104, 105). Tradicionalmente se 
considera que ésto es un determinante de limitación funcional ante el esfuerzo en 
muchos de estos pacientes.  Así, se sabe que los pacientes con EPOC presentan una 
disminución de la fuerza de las extremidades (102, 106), y ésta está relacionada 
con la distancia recorrida en la prueba de marcha de 6 minutos, y la capacidad 
máxima de consumo de oxígeno (102). Por otra parte, también se ha observado una 
debilidad de la fuerza de prensión manual en estos pacientes (107), aunque parece 
ser que la disfunción de las extremidades superiores es relativamente menor que la 
de las inferiores (102, 104).

El cuádriceps de los pacientes con EPOC presenta una menor masa muscular (108, 
109) y un menor número de capilares (110) que los sujetos sanos. Desde un punto 
de vista molecular estos pacientes también muestran una menor concentración de 
mioglobina (111) y una atrofia de las fibras de tipo I y tipo II (111, 112). Además se 
observa un viraje de fibras de tipo I a fibras con isoformas de miosina tipo IIx (113). 
A pesar de todo, se ha demostrado que existe un aporte correcto de oxígeno al 
músculo cuádriceps (114, 115) aunque precisa de mayores cantidades de este gas 
que los sujetos sanos para una misma carga, ésto indicaría una probable alteración 
en la eficacia de utilización del oxígeno intracelular (bioenergética)(115).

Uno de los principales factores de disfunción de los músculos de las extremidades es la 
reducción de su actividad. Generalmente ésta es secundaria a la limitación funcional 
respiratoria, pero existe también una tendencia al sedentarismo general en los países 
desarrollados (116). Como ya se ha comentado anteriormente, el decondicionamiento 
conlleva la atrofia de las fibras musculares y la consecuente disfunción (117). Se 
han observado similitudes estructurales en el músculo de sujetos con situaciones 
que implican inmovilización y los de enfermos con EPOC, lo que apoyaría que el 
decondicionamiento juega un papel importante en la disfunción muscular en estos 
pacientes (118). Por otra parte el entrenamiento es capaz de revertir muchas de las 
alteraciones musculares periféricas de los enfermos con EPOC (119).

La pérdida de peso y masa muscular, así como su grado extremo (caquexia), es otra 
de las causas de disfunción muscular, y ésta en ocasiones se observa en subgrupos de 
pacientes con EPOC. Se ha visto que tanto la caquexia como la disfunción muscular 
son	factores	independientes	de	mortalidad	(120-124).	La	prevalencia	de	alteraciones	
nutricionales varía según la definición de este trastorno, el estadío de la enfermedad 
y	el	área	geográfica	en	que	se	ha	llevado	a	cabo	el	estudio	(125-127).	Al	parecer	su	
presencia es más prevalente en el norte de Europa y América que en países del área 
mediterránea (126). Por otra parte, los mecanismos moleculares que conducen a la 
caquexia en estos pacientes son múltiples, pero en general se considera que existe 
un desequilibrio entre los procesos catabólicos y anabólicos, con el resultado de una 
pérdida del contenido de proteínas en el músculo (95).

1.4.3. Reparación-regeneración muscular en la EPOC

Las causas y mecanismos biológicos que conducen a la pérdida de masa muscular 
y atrofia en estos enfermos son múltiples, pero se acepta que estan condicionados 
por un desequilibrio entre los procesos anabólicos y catabólicos del músculo, con 
resultado de pérdida de proteínas (95). Por otra parte, también se ha observado un 
incremento en el nivel de lesión y el número de núcleos apoptóticos en el músculo 
cuádriceps de pacientes con EPOC, con y sin pérdida de peso (128, 129). El proceso 
de regeneración muscular tiene un importante papel como mecanismo regulador de 
la masa muscular (130), previniendo o mitigando la atrofia y reparando la lesión del 
músculo. En el momento actual parece confirmado que el número global de células 
satélite está conservado en los músculos de las extremidades de los pacientes con 
EPOC, pero su funcionalidad regenerativa podría hallarse disminuida (131, 132). Sin 
embargo, se desconocen muchos de los detalles de dicha deficiencia, y si ésta es 
consecuencia de cambios intrínsecos y permanentes en las células satélite, o depende 
fundamentalmente del entorno tisular en que éstas se hallan. Estudios recientes con 
cultivos	celulares	muestran	resultados	controvertidos	al	respecto	(131-133).	
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Existen diferentes estímulos que pueden iniciar el proceso de reparación muscular 
(con recuperación ad integrum o bien, con remodelado del tejido). El más habitual 
es el daño sarcolémico y/o el daño sarcomérico (134, 135). Se podría especular que 
los	 músculos	 respiratorios,	 al	 estar	 en	 una	 serie	 continua	 de	 ciclos	 contracción-
relajación,	se	hallan	en	un	proceso	constante	de	daño-reparación	(136,	137)	no	siendo	
esta la situación en el músculo cuádriceps. En el diafragma de pacientes con EPOC 
la reparación vendría seguida de un nuevo fenotipo más adaptado, caracterizado 
por un incremento en el número de mitocondrias, de los vasos sanguíneos y de 
las fibras de tipo I y IIa. En los músculos de las extremidades de los pacientes con 
EPOC en cambio se ha observado una disminución en tamaño de las fibras y una 
reducción del porcentaje de las del tipo I, de la densidad capilar, la concentración de 
mioglobina y de varios enzimas de la vía glucolítica (111, 112, 138, 139).

1.4.4. Calidad de Vida relacionada con la Salud en la EPOC

Desde hace pocos años está cobrando especial importancia la valoración del deterioro 
de la calidad de vida relacionado con la salud  (CdVRS o HRQoL) en estos pacientes. 
Generalmente este deterioro es debido a los síntomas tanto respiratorios como 
psicológicos y sistémicos, la disminución de la capacidad física y el uso de medicación 
(45). Se podría considerar que la CdVRS es un biomarcador de la enfermedad, puesto 
que refleja el impacto de ésta sobre las vidas de los pacientes. Por otra parte hay que 
destacar que la CdVRS se ha relacionado con el FEV1	(140-142)	y	el	índice	BODE	(Body 
mass index, Obstruction, Dyspnea y Exercise) (143). Actualmente la gran mayoría de 
ensayos clínicos y estudios en pacientes con EPOC incluyen cuestionarios de calidad 
de vida, pues ésta se considera un outcome clínico mayor.

Para la valoración de la CdVRS en los pacientes con EPOC se han elaborado multitud de 
cuestionarios, los cuales incluyen generalmente dominios relativos a los síntomas, el 
nivel funcional, el estado de ánimo y los factores sociales (141, 144). Existen dos tipos 
de cuestionarios para evaluar la CdVRS: genéricos y específicos. Los cuestionarios 
genéricos se emplean en pacientes con diferentes tipos de patologías e incluyen 
un amplio rango de dimensiones. Generalmente permiten hacer comparaciones 
de pacientes con distintas enfermedades pero son menos sensibles para detectar 
cambios. Por otra parte los cuestionarios específicos están diseñados para evaluar 
una enfermedad concreta, incluyen las dimensiones relevantes de cada patología y 
generalmente son más sensibles en la detección de los efectos de las intervenciones 
terapéuticas. Entre los cuestionarios más utilizados destacan:

a) SF36

Es un cuestionario genérico autoadministrado de 10 minutos de duración. Consta 
de 36 ítems que proporcionan información sobre las dimensiones de función física, 
función social, limitaciones del rol, problemas físicos, problemas emocionales, 
bienestar o salud mental, vitalidad, dolor, evaluación y percepción de la salud 
general (145). Esta escala tiene un recorrido de 0 (peor estado de salud) hasta 100 
(el mejor) en cada dimensión. Se calculan dos puntuaciones generales: La actividad 
física y la salud mental.

b) Saint George Respiratory Questionnaire (SGRQ)

Es un cuestionario adaptado al idioma español (146) que es específico y diseñado 
para valorar y cuantificar el impacto de la EPOC y el asma en el estado de salud y 
el bienestar. Al tratarse de un cuestionario específico, es capaz de detectar mejor 
los cambios en el impacto de la enfermedad. Consta de 50 ítems divididos en 3 
escalas: síntomas, actividad e impacto de ésta. Preferentemente es un cuestionario 
autoadministrado, aunque se acepta la realización mediante entrevista personal. 
Cada dimensión tiene un recorrido de 0 (sin alteración) hasta 100 (máxima alteración).

1.4.5. Mortalidad en la EPOC

En 1977 Fletcher et al. describieron la historia natural de la EPOC incluida su relación 
con el hábito tabáquico y el descenso progresivo del FEV1 (147). Desde entonces 
se han relacionado múltiples biomarcadores con la mortalidad de los pacientes 
con EPOC, siendo el FEV1	 uno	de	 los	más	ampliamente	estudiados	 (148-154).	 	 En	
2009 Kohansal et al recrearon las curvas del declive funcional de Fletcher en la 
cohorte de Framingham (con un seguimiento más prolongado, incluyendo mujeres 
en el análisis y con disponibilidad de datos de la espirometría estandarizada). Los 
autores concluyeron que los pacientes fumadores presentaron un mayor declive 
temporal del FEV1, y que el cese temprano a la exposición tabáquica producía un 
efecto beneficioso sobre la función pulmonar. Así, desde hace décadas el FEV1 se 
ha convertido en el principal biomarcador para medir la evolución y la respuesta 
al tratamiento en los pacientes con EPOC, siendo uno de los outcomes	 clínico-
fisiológico más importantes en estos pacientes.

Recientemente numerosos estudios han puesto de manifiesto la capacidad 
predictiva de mortalidad del cociente capacidad inspiratoria/capacidad pulmonar 
total	(IC/TLC)	(155-157).	Esta		variable	refleja	la	hiperinsuflación	estática	y	puede	ser	
utilizado para aproximar la hiperinsuflación dinámica durante el ejercicio y predecir 
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la	 tolerancia	 al	mismo	 (155,	 158-160).	 Por	otra	parte	 los	metros	 recorridos	 en	 la	
prueba de la marcha de los 6 minutos (158, 161), las exacerbaciones (162), la escala 
de disnea (163, 164), el IMC (121, 165), la masa muscular (166) y la fuerza del músculo 
cuádriceps (124) también se han relacionado con la mortalidad en los pacientes con 
EPOC. Cabe destacar que algunos de ellos presentan incluso una mayor capacidad 
predictiva que el FEV1 (140, 141, 155, 162) .

Recientemente se han agrupado varios de éstos parámetros para  crear diversos 
índices clínicos, con la intención de incrementar la potencia de predicción de los 
mismos. En este sentido cabe destacar el índice BODE, con una mayor fuerza de 
correlación con la mortalidad que las variables aisladas (141, 143, 144).

1.4.6. Rehabilitación en la EPOC

Está ampliamente demostrado que el entrenamiento general de la fuerza y 
resistencia de las extremidades inferiores se asocia a una mejoría de la capacidad 
de ejercicio y calidad de vida en estos pacientes (43, 44). También se ha demostrado 
una mejoría en su masa magra, al producirse un incremento en la síntesis de 
proteínas, disminuir su degradación y reducirse la inflamación (167, 168). A pesar de 
los beneficios clínicos obvios, existen resultados controvertidos respecto al impacto 
sobre los niveles de inflamación y del equilibrio redox de los distintos programas de 
rehabilitación y entrenamiento en estos pacientes (115, 169). 

Los programas de entrenamiento de alta intensidad parece tener un papel destacado 
en la rehabilitación de los pacientes con EPOC (71) aunque se cree que no todos los 
pacientes pueden verse beneficiados en la misma medida. Por ejemplo, parecería ser 
que en aquellos pacientes con EPOC y alteraciones de su composición corporal existe 
una inadecuada respuesta del antioxidante glutation ante el ejercicio (170, 171). Por 
otra parte, programas excesivamente cortos (3 semanas) también han demostrado 
inducir un incremento en los niveles de estrés oxidativo y nitrosativo en el músculo 
cuádriceps de pacientes con EPOC grave (172). En cambio programas más largos ya no 
demuestran este efecto (173). Así pues, se considera que la intensidad y la duración 
del entrenamiento son esenciales para predecir la respuesta de los pacientes. 
Cabe destacar que se desconoce si el entrenamiento general induce alteraciones 
del equilibrio redox e inflamación en los músculos respiratorios en particular de 
pacientes con EPOC. En todo caso se sabe que el ejercicio de estos músculos puede 
inducir un incremento de lesión en los mismos (135) aunque si se mantiene por un 
espacio	de	tiempo	de	unas	5-6	semanas,	es	capaz	de	inducir	remodelación	muscular,	
con aumento del tamaño de las fibras y del porcentaje de fibras aeróbicas (174).

1.5. Modelo clínico de inflamación aguda de elevada intensidad: La Sepsis

La sepsis se caracteriza por la respuesta sistémica del organismo ante una infección 
establecida, en forma de fiebre, taquicardia, taquipnea y leucocitosis. Se define 
como sepsis grave aquella en que se produce además la disfunción de un órgano, 
hipoperfusión periférica manifiesta y/o hipotensión arterial. Si existe además un 
fracaso multiorgánico se denominará shock séptico (175). La sepsis es una de las 
principales causas de mortalidad en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) no 
coronarios (176), y en España se estima su incidencia en 367 casos por cada 100.000 
adultos/año, con una mortalidad aproximada del 13% (177). 

1.5.1. La Inflamación y el Estrés Oxidativo y Nitrosativo en la Sepsis

Durante la sepsis se produce la migración de los leucocitos hacia los lugares donde la 
inflamación esté presente. Esta migración está mediada por factores quimiotácticos, 
productos	 bacterianos	 y	 componentes	 del	 complemento	 (178).	 El	 TNF-α	 se	 ha	
relacionado con el shock endotóxico (179) y se cree que es el principal mediador en la 
sepsis, desempeñando un papel central en el inicio de la respuesta inflamatoria (180). 
En	este	mismo	sentido	se	ha	demostrado	que	la	introducción	de	TNF-α	recombinante	
en un animal de experimentación induce también alteraciones fisiopatológicas 
características de la sepsis. En algunos tipos de sepsis (meningococcemia) los niveles 
circulantes	de	TNF-α	son	altos	y	se	correlacionan	con	la	mortalidad	(181).	También	la	IL-
1β	se	ha	demostrado	que	tiene	una	implicación	relevante	como	mediador	en	el	shock 
séptico	(182).	Por	otra	parte,	algunos	estudios	han	demostrado	que	la	IL-6	es	el	mejor	
predictor de mortalidad relacionada con la sepsis (183). Reinhart et al observaron que 
los	pacientes	sépticos	con	IL-6	elevada	(>1000	pg/ml)	tuvieron	una	mayor	mortalidad	
(56 %, frente al 40% de aquellos por debajo de ese nivel) (184). Debe precisarse además 
que	unos	niveles	persistentemente	elevados	de	IL-6	en	plasma	(y	no	valores	máximos	
de tipo episódico) son predictores negativos en los pacientes con shock séptico. 

Por otro lado, es sabido que el aumento en la síntesis de moléculas inflamatorias 
puede conducir a un incremento en la producción de EROs y ERNs. Cuando el primero 
de estos incrementos no es neutralizado por los sistemas antioxidantes celulares 
aparece estrés oxidativo. Además, la síntesis excesiva de NO da lugar a la formación 
de ERNs como el ONOO-, mediante su unión al O2

-. El ONOO-, a su vez, puede unirse 
a residuos proteicos como la tirosina, dando lugar al fenómeno de nitració́n de 
proteínas. En este sentido, se ha demostrado previamente (55, 56, 185, 186) que el 
aumento de proteínas oxidadas y nitradas en los músculos respiratorios de animales 
sépticos contribuía de forma preponderante a su disfunción ventilatoria. Uno de 
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los escasos estudios en pacientes sépticos se puso de manifiesto un aumento de la 
formación de ERNs en el recto del abdomen (187). Sin embargo, todavía no se dispone 
de información acerca de los potenciales fenómenos oxidativos e inflamatorios en 
los músculos respiratorios de estos enfermos.

1.5.2. La disfunción muscular en la Sepsis

La disfunción de los músculos respiratorios en el curso de una sepsis es una causa 
frecuente de insuficiencia respiratoria, y ésta es causa frecuente a su vez de la 
muerte de los pacientes. Por otra parte, la sepsis ha demostrado ser también un 
componente determinante en la miopatía general del paciente crítico, habiéndose 
implicado diversos mediadores inflamatorios que serían liberados durante el propio 
proceso (188). La afectación muscular también podría estar relacionada con un 
aporte insuficiente de oxígeno y nutrientes debido a diversos factores ligados a la 
propia sepsis, al shock y/o al distrés asociado (hipoperfusión, shunt intrapulmonar o 
hipoxemia refractaria, etc.) 

En el torrente sanguíneo, el oxígeno es transportado de dos maneras: disuelto y en 
combinación con la hemoglobina. A nivel periférico el aporte de O2 al tejido (Oxygen 
Delivery, OD) viene determinado por el gasto cardíaco (QT) y por el contenido arterial 
de oxígeno (CaO2), atendiendo a la siguiente fórmula: 

OD=QT xCaO2 

El Q
T nos vendrá determinado a su vez por la frecuencia cardíaca (FC) y los mililitros 

de sangre expulsada en cada latido (Stroke Volume o SV). Por su parte el CaO2 nos 
vendrá determinado por la cifra de hemoglobina (Hb), su saturación con oxígeno 
(SaO2) y el contenido de este gas disuelto en sangre. Todo ello queda expresado en 
la siguiente formula: 

CaO2 = (1,34 x SaO2 x Hb) + (0,003 x PaO2) 

Finalmente, el cociente de aporte de oxígeno a los tejidos (COD) será la relación 
entre el aporte de oxígeno (OD) y su consumo (VO2), indicándonos el grado de 
equilibrio metabólico del tejido. 

COD = OD / VO2 

El fracaso respiratorio en la sepsis se ha atribuido tradicionalmente al cortocircuito 
pulmonar (shunt) secundario a la ocupación alveolar característica del distrés 
respiratorio (SRDA o Síndrome del Distrés Respiratorio Agudo). A esto se sumaría el 

estado del sistema cardiovascular que condiciona una bajo aporte de oxígeno a la 
periferia. Sin embargo, existen datos que demuestran que en la sepsis se produce 
también un fracaso en la bomba ventilatoria (189), así como la disfunción de los 
músculos periféricos (de las extremidades) (190), sugiriendo una posible alteración 
específica de la célula muscular esquelética. Existen diversos factores que parecen 
implicados en el desarrollo de dicha alteración. Algunos de ellos serían comunes, 
y otros serían específicos para determinado grupo muscular. Entre ellos destacan:

1  Desequilibrio entre el aumento de las necesidades metabólicas del músculo 
respiratorio	 [debido	al	 incremento	de	 las	demandas	 	 ventilatorias	 (191)]	 y	 la	
pobre extracción de oxígeno que éste realiza como resultado de la taquicardia 
e hipotensión.

2  Alteración	en	la	concentración	de	mediadores	sistémicos	que	interfieren	en	la	
generación de la fuerza muscular. Principalmente el NO, los EROs, y diversas 
citoquinas	como	TNF-α,	IL-1	y	IL-6	(82),	como	se	ha	comentado	previamente.

3  Inactividad	relativa	de	los	músculos.	El	estado	de	postración	y	la	ventilación	mecánica	
provocan	una	reducción	total	o	parcial	en	la	actividad	muscular,	condicionando	la	
atrofia	y	otros	fenómenos	deletéreos	en	los	músculos	de	las	extremidades	que	
generarán	disfunción	(192).	Además,	 la	alteración	de	los	músculos	ventilatorios	
en	 pacientes	 críticos	 se	 ve	 favorecida	 por	 otros	 factores	 acompañantes	 como	
podrían	ser	el	propio	proceso	séptico,	las	alteraciones	nutricionales,	algunos	de	
los	fármacos	utilizados,	la	hipoxia	y	la	hipercapnia.	Además,	la	disfunción	muscular	
respiratoria	 en	 sujetos	 sometidos	 a	 ventilación	mecánica	 es	 debida	 a	 diversos	
factores. El factor principal es que existe un decondicionamiento por la falta de 
la	actividad	propia	del	músculo.		En	este	sentido	una	correcta	elección	del	modo	
ventilatorio	y	de	la	sedación,	así	como	su	utilización	el	mínimo	tiempo	necesario	
son esenciales para minimizar las consecuencias del decondicionamiento. Por otra 
parte generalmente estos pacientes se encuentran en una situación clínica grave 
y, como se ha comentado anteriormente con los pacientes con sepsis, existe una 
liberación	de	mediadores	inflamatorios	y	de	estrés	oxidativo	que	tienen	efectos	
deletéreos	 sobre	 la	 función	 muscular.	 También	 pueden	 coexistir	 alteraciones	
nutricionales en el contexto general de enfermedad grave.

La	 progresiva	 participación	 del	 paciente	 en	 la	 respiración,	 la	 correcta	 nutrición,	
la rehabilitación precoz y el tratamiento correcto de la enfermedad de base son 
básicos	para	poder	destetar	al	paciente	de	 la	ventilación	mecánica.	Actualmente	
en	los	algoritmos	clínicos	para	el	manejo	de	la	ventilación	mecánica	invasiva	(inicio,	
modificación	o	retirada)	se	 incluyen	medidas	de	determinación	y	preservación	 la	
función muscular respiratoria.



62 Caracterización del fenotipo muscular en la EPOC y sepsis en pacientes: 
Estructura fibrilar, Inflamación, Estrés oxidativo y Regeneración 63

2
Hipótesis general



64 Caracterización del fenotipo muscular en la EPOC y sepsis en pacientes: 
Estructura fibrilar, Inflamación, Estrés oxidativo y Regeneración 65Hipótesis general

2. Hipótesis general
 
La disfunción muscular es una manifestación sistémica de diversas entidades, y 
tiene una grave repercusión en la calidad de vida y mortalidad de los pacientes. El 
origen de dicha disfunción es complejo y se conocen múltiples factores etiológicos 
y mecanismos que pueden participar en su aparición. Tanto la inflamación como 
el estrés oxidativo muscular son procesos deletéreos que dificultan una correcta 
función contráctil. Pueden estar presentes en situaciones clínicas aparentemente 
muy dispares, pero que tienen en común la presencia de inflamación sistémica. 
Es el caso del la EPOC, como paradigma de proceso inflamatorio crónico y de 
baja intensidad, y la sepsis, como ejemplo de proceso inflamatorio agudo e 
intensidad muy elevada. Estos dos modelos permitirán ahondar en mecanismos de 
alteraciones estructurales y disfunción muscular que pueden ser comunes a ambos. 
Dichos mecanismos pueden verse modificados por el ejercicio intenso y por el 
entrenamiento en los músculos de pacientes con EPOC. Por otra parte, la presencia 
de fenómenos de lesión estructural, apoptosis con insuficiencia funcional nuclear 
y atrofia del músculo requieren de un adecuado funcionamiento de los programas 
de regeneración. Si estos últimos fracasan, podrían participar en la pérdida de 
masa muscular que muestran algunos pacientes con EPOC. Finalmente, el conocido 
incremento de fibras de tipo II en el cuádriceps de estos estos enfermos, limita su 
funcionalidad y podría estar asociado a una mayor mortalidad.

Las Hipótesis y Objetivos concretos de cada uno de los cuatro estudios incluidos 
en la presente tesis se exponen de forma individualizada precediendo a cada uno 
de ellos.
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3. Métodos. Aspectos generales

Los métodos utilizados en los diferentes estudios se resumen brevemente a 
continuación. Cabe destacar que estos apartados se mencionan detalladamente en los 
artículos correspondientes.

3.1. Población

Los pacientes con EPOC incluidos en los tres primeros  se clasificaron según las guías 
GOLD (67), siendo reclutados en fase estable (sin ninguna exacerbación en los 3 
meses previos a la inclusión) y con exclusión de comorbilidades relevantes. Por su 
parte, los pacientes con Sepsis se incluyeron consecutivamente y el diagnóstico 
se realizó según las guías internacionales (175). Se excluyeron las sepsis de origen 
pulmonar. Los sujetos control fueron evaluados mediante anamnesis para descartar 
cualquier patología respiratoria y presentaron unas pruebas de función respiratoria 
sin alteraciones (espirometría, volúmenes pulmonares y capacidad de difusión del 
monóxido de carbono).

3.2. Evaluación clínica y funcional

También en todos los pacientes se les realizó una evaluación nutricional mediante el 
índice de masa corporal (IMC) y diversos parámetros analíticos. En los estudios 1, 2 
y 3 a todos los pacientes se les realizó una evaluación funcional pulmonar mediante 
espirometría, volúmenes pulmonares y medida de la difusión para el monóxido 
de carbono (DLCO) y gases arteriales. Se utilizaron los valores de referencia para 
población	mediterránea	 (193-195).	 En	 los	estudios	1	 y	3	 se	determinó	además	 la	
fuerza prensil de la mano así como la fuerza del cuádriceps (contracción isométrica 
máxima) y la capacidad de ejercicio (prueba de marcha de 6 minutos y prueba 
máxima de ejercicio en cicloergómetro), según las guías de la American Thoracic 
Society (ATS) (196). En todos los estudios se recogieron datos sociodemográficos y 
en el caso concreto del estudio 2 se recogió también la mortalidad.

3.3. Biopsias musculares

A todos los pacientes y sujetos control en los diferentes estudios se les realizó una 
biopsia muscular abierta del vasto lateral del músculo cuádriceps. En los estudios 
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puntos con gradilla, adaptado a muestras parafinadas. Sobre cada imagen obtenida 
de las muestras teñida, se proyectó una gradilla de 7x9 cuadrados con la ayuda de 
un programa informático. Cada intersección de la gradilla se clasificó en una de las 
siguientes categorías: Músculo normal, Núcleos internalizado, Células inflamatorias, 
Presencia de Lipofucsina, Fibra anormal, Fibra inflamada/necrótica, Vasos u otra 
categoría no contabilizable. Una vez obtenido el número total de intersecciones 
para cada categoría se calculó la fracción normal y la anormal del músculo.

Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real

El ARN total del tejido muscular se extrajo mediante el reactivo TRIzol (estudios 
3 y 4). La síntesis del ácido desoxirribonucleico complementario (ADNc), su 
amplificación y la cuantificación de la expresión genética se llevó a cabo según el 
método de comparación del CT (thresholdcycle o ciclo umbral). Las Sondas utilizadas 
para identificación de marcadores de miogénesis , inflamación o mantenimiento de 
la masa muscular se describen detalladamente en los diferentes manuscritos (Tabla 
2). Para la normalización de la cantidad de ARNm total de cada muestra se utilizó la 
expresión	de	los	genes	de	la	β-actina	y	del	gliceraldehído	3-fosfato	deshidrogenasa	
como controles endogenos (housekeeping).

Western Blot

Se procedió a la determinación de marcadores de estrés oxidativo y/o miogénesis 
en los músculos vasto lateral del cuádriceps e intercostal en todos los pacientes y 
sujetos control. Para los estuios 1, 3 y 4 se homogeneizaron las muestras preservadas 
a	 -80ª	en	un	 tampón	de	 lisis	y	calculó	 la	concentración	de	proteínas	mediante	el	
método de Bradford. En cada uno de los pozos de geles se cargó la misma cantidad 
de proteínas para todas las muestras. Se realizó electroforesis en una dimensión y las 
proteínas en el gel se transfirieron a una membrana y se incubaron con los diferentes 
anticuerpos	primarios	descritos	a	continuación:	anti	3-nitrotirosina	(NT),	antiaductos	
proteicos de malondialdehído (MDA), antigrupos carbonilo, anti aductos proteicos 
de	hidroxenonenal	(HNE),	anti-MN-superóxido	dismutasa	(SOD),	anticatalasa,	anti-
MyoD,	anti-miogenina,	anti-miosina	perinatal	y	anti-miosinas	adultas.

1 y 4, además, se realizó una biopsia del músculo intercostal externo según técnica 
de biopsia también abierta descrita por nuestro grupo. En el estudio 1 se realizaron 
dos tomas de muestras correspondientes respectivamente a antes y después 
del entrenamiento. Una parte de cada muestra se preservó en formol para ser 
incluida posteriormente en parafina y análisis histológico. Otra parte se preservó 
directamente	en	nitrógeno	líquido	para	ser	almacenada	a	-80ºC.	Esta	parte	permitió	
el estudio a nivel molecular. Finalmente y para el estudio 3, otra porción de músculo 
se preservó en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) hasta la realización del 
cultivo primario.

3.4. Estudios de histología y biología molecular

Todas las determinaciones biológicas sobre las muestras de los pacientes se 
realizaron	en	el	mismo	centro,	 IMIM-Hospital	del	Mar	 (Barcelona).	 Las	diferentes	
técnicas de histología y biología molecular utilizadas en los estudios se describen 
brevemente a continuación, pero se detallarán en los artículos correspondientes.

Técnicas inmunohistoquímicas

Con el fin de evaluar la proporción y el tamaño de las fibras musculares en todos 
los estudios se obtuvieron con un micrótomo secciones seriadas de 3 µm del tejido 
embebido en parafina, fijándose a continuación sobre un portaobjetos de vidrio. Se 
procedió al desenmascaramiento y posterior incubación con anticuerpos específicos 
para las isoformas I y II de MyHC. En cada portaobjetos se utilizó una lámina sin 
anticuerpo primario como control negativo. Las imágenes se captaron con una 
cámara digital adaptada a la lente del microscopio y se procesaron mediante un 
software específico. 

Con el fin de evaluar la presencia de células inflamatorias (estudios 1 y 4) se 
obtuvieron igualmente cortes seriados de 3 µm de los músculos incluidos en parafina 
se fijaron sobre un portaobjetos de vidrio. Se procedió al desenmascaramiento y 
posterior	incubación	con	anticuerpos	anti-CD	45	para	la	identificación	de	leucocitos	
en	general,	y	anticuerpos	anti-CD	68	para	la	identificación	de	macrófagos.	

Y finalmente, con el fin de evaluar la proporción de músculo anormal (estudio 3), 
sobre los cortes de 3 µm del músculo fijados en un porta de vidrio, se realizó también 
una	 tinción	 de	 hematoxilina-eosina.	 Se	 utilizó	 una	 adaptación	 de	 metodologías	
publicadas previamente (197). Brevemente, se utilizaron los criterios de Reid para 
el cálculo de la fracción anormal del músculo siguiendo el método de recuento de 
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Gen (proteína) Identificación	del	ensayo Secuencia	que	contiene	la	sonda	
(5’-3’) Nº	acceso	Genbank

PAX7 (Pax7) Hs00242962_m1 GCGACAAAGGGAACCGCTGGACGA NM_001135254.1

MYF5 (Myf5) Hs00271574_m1 ATGGCATGCCCGAATGTAACAGTCC NM_005593.2

MYOD1 (MyoD) Hs00159528_m1 GCGCCCAGCGAACCCAGGCCCGGGA NM_002478.4

MYF6 (Myf6) Hs00231165_m1 AGAAAATCTTGAGGGTGCGGATTTC NM_002469.1

MYOG (Miogenina) Hs01072232_m1 AACCCAGGGGATCATCTGCTCACGG NM_002479.4

MYH8 (MyH8) Hs00267293_m1 GATGTTGCAAAGGAGAGAAGCACTT NM_002472.2

MYH1	(MyHC-I) Hs00165276_m1 GAGCTTCAGGCACGCATCGAGGAGC NM_000257.2

MYH2A	(MyHC-IIa) Hs00430042_m1 GGTCTCCAAAGCCAAGGGAAACCTA NM_017534.5

MYH2X	(MyHC-IIx) Hs00428600_m1 GCAAACAGAATCAGGTGAATATTCA NM_005963.3

TNF	(TNF-α) Hs00174128_m1 GCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAG NM_000594.2

TNFRSF 1A (TNFR1) Hs00533560_m1 GCTGCCACTGGTGCTCCTGGAGCTG NM_001065.2

TNFRSF 1B (TNFR2) Hs00153550_m1 AGAGAAGCCAAGGTGCCTCACTTGC NM_001066.2

IL1B	(IL-1β) Hs00174097_m1 TGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCCAT NM_000576.2

IL1R1	(IL-1R) Hs00991010_m1 AGACTATTACAGTGTGGAAAATCCT NM_000877.2

IL6	(IL-6) Hs00174131_m1 ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG NM_000600.2

IL6R (IL6R) Hs00169842_m1 GCCTCCCAGTGCAAGATTCTTCTTC NM_000565.2

IGF1	(IGF-1Ea) Hs00153126_m1 TGTGATTTCTTGAAGGTGAAGATGC NM_00111283.1

MGF (MGF) Hs03986524_m1 CTCAGAGAAGGAAAGGAAGTACATT NM_00111283.1

IGF1R (IGF1R) Hs00951562_m1 AAATCGGAGATTTTGGTATGACGCG NM_000875.3

ACTB	(β-Actina)
House	keeping	1 Hs99999903_m1 CCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCA NM_001101.3

GAPDH
House	keeping	2 Hs99999905_m1 GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT NM_002046.3

TBP (TBP) Hs99999910_m1 TGGGTTTTCCAGCTAAGTTCTTGGA M55654.1

Tabla	2.	Sondas	utilizadas	para	la	realización	de	la	PCR	en	tiempo	real.

Tabla 2 abreviaturas: PAX7, gen de Paired box 7	(Pax	7);	MYF5,	gen	del	factor	miogénico	5	(Myf5);	
MYOD1,	gen	del	factor	1	de	diferenciación	(MyoD);	MYF6,	gen	del	factor	miogénico	6	(Myf	6);	MYOG,	
gen	del	 factor	miogénico	4	o	Miogenina;	MYH8,	 gen	de	 la	 isoforma	perinatal	o	 isoforma	8	de	 las	
cadenas	pesadas	de	miosina	(MyHC8);	MYH1,	gen	de	la	isoforma	I	adulta	de	las	cadenas	pesadas	de	
miosina	(MyHC-I);	MYH2A,	gen	de	la	isoforma	IIa	adulta	de	las	cadenas	pesadas	de	miosina	(MyHC-
IIa);	MYH2X,	gen	de	 la	 isoforma	IIx	adulta	de	 las	cadenas	pesadas	de	miosina	(MyHC-IIx);	TNF,	gen	
del	factor	de	necrosis	tumoral		(TNF-);	TNFRSF	1A,	gen	del	receptor	1	del	TNF-	(TNFR1);	TNFRSF	1B,	
gen	del	receptor	2	del	TNF-	 (TNFR2);	 IL1B,	gen	de	 la	 interleuquina	1	(IL-1);	 IL1R1,	gen	del	receptor	
de	la	IL-1	(IL-1R);	IL6,	gen	de	la	interleuquina	6	(IL-6);	IL6R,	gen	del	receptor	de	IL-6	(IL6R);	IGF-1,	gen	
del	factor	de	crecimiento	similar	a	la	insulina	de	tipo	1	(IGF-1Ea);	MGF,	gen	del	factor	de	crecimiento	
mecánico	(MGF);	IGF1R,	gen	del	receptor	del	factor	de	crecimiento	similar	a	la	isulina	(IGFR1);	ACTB,	
gen	de	la	beta	actina	(-actina);	GAPDH,	gen	de	la	gliceraldehído-3-fosfato	deshidrogenasa;	TBP,	gen	
de la proteína de unión a TATA (factor de transcripción que se une a la secuencia de ADN denominada 
TATA box).

3.5. Cultivos celulares de Mioblastos

Para el estudio 3 se aislaron los mioblastos y se evaluaron las capacidades de 
migración, proliferación y diferenciación de los mismos. Brevemente, para la 
evaluación de la migración se evaluó la velocidad y la fuerza de tracción de los 
mioblastos utilizando un microscopio de tracción (FTTM) equipado con una cámara 
de fluorescencia. En cada caso se evaluaron 50 células seleccionadas al azar. 
Se captaron imágenes cada 5 minutos durante 6 horas. El desplazamiento de la 
superficie del gel inducida por las fuerzas de tracción ejercidas por células se calculó 
mediante la comparación de las imágenes de las perlas fluorescentes obtenidas 
durante el tiempo del experimento con las imágenes de referencia obtenidas 
después de la tripsinización y el desprendimiento de las células. Para determinar la 
deformación del sustrato provocada por fuerzas de tracción se utilizó un algoritmo 
de velocimetría de imágenes de partículas (198).

Para la valoración de la capacidad de proliferación se utilizó el cálculo del tiempo 
de duplicación de la población (Population Doubling Time o PDT): Los mioblastos se 
sembraron por triplicado con la misma densidad y las mismas condiciones de medio 
(PM) en tres placas de petri marcadas con una gradilla. Se contaron el número de 
células presentes en 16 cuadrados de la gradilla de cada placa, cada día a la misma 
hora y en los mismos cuadrados durante 10 días consecutivos. El PDT se calculó 
utilizando	la	ecuación:	PDT	(hr)	=	(T2	-	T1)/3.32	x	(log	N2	-	log	N1)	dónde	“T”	es	el	
tiempo y “N” el número de células. T1 y T2 son los tiempos en los extremos del 
crecimiento exponencial de cada cultivo celular.
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Y finalmente para la valoración de la capacidad de diferenciación se valoró tanto 
la expresión de los marcadores transcriptómicos antes mencionados (metodología 
ya mencionada), como la actividad de la creatinaquinasa (CK): Tras 72 h de la 
inducción de la diferenciación, los miotubos se extrajeron mediante un buffer de 
lisis. Posteriormente las muestras se centrifugaron y se utilizó el sobrenedante para 
la	 realización	del	ensayo	de	 la	CK	utilizando	un	kit	comercial.	El	ensayo	se	realizó	
en 3 ocasiones para cada muestra. La actividad enzimática se normalizó con la 
concentración total de proteínas determinada por la técnica de Bradford. 

3.6. Métodos estadísticos

Dadas las características específicas del diseño de cada uno de los estudios, estos 
métodos se detallan en cada uno de ellos.
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4. Resultados
A continuación se presentan los originales publicados (excepto el estudio 3 que se 
encuentra en proceso de peer review).

EPOC- Inflamación crónica y de baja intensidad

4.1. Estudio 1

Mejoría de la calidad de vida y capacidad de ejercicio sin cambios en la biología 
muscular tras entrenamiento general de pacientes con EPOC grave.

4.2. Estudio 2 

Vastus Lateralis Fiber Shift Is an Independent Predictor of Mortality in Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease 

4.3. Estudio 3

Alteraciones de la regeneración en el músculo cuádriceps de pacientes con EPOC y 
masa muscular reducida: ¿Consecuencia del microambiente celular?

SEPSIS- Inflamación aguda y de elevada intensidad

4.4. Estudio 4

Inflamación y Estrés Oxidativo en los músculos respiratorios y periféricos de 
pacientes con sepsis grave. 
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4.1. Estudio 1

Mejoría de la calidad de vida y capacidad de ejercicio sin cambios en 
la biología muscular tras entrenamiento general de pacientes con 
EPOC grave.

En situación basal los pacientes con EPOC presentan niveles elevados de estrés 
oxidativo en sus músculos tanto respiratorios como periféricos. Por el contrario, 
los marcadores inflamatorios muestran niveles incrementados en el músculo 
respiratorios pero se hallan reducidos en el de la extremidad inferior.

Hipótesis del Estudio 1

Los músculos de los pacientes con EPOC muestran signos de estrés oxidativo y 
actividad inflamatoria.

El entrenamiento general de alta intensidad no incrementará el nivel de estrés ni de 
marcadores inflamatorios en los músculos de los pacientes con EPOC, si se mantiene 
por un tiempo adecuado, produciendo además los efectos clínicos beneficiosos. 

Objetivo del Estudio 1

Estudiar en pacientes con EPOC avanzada y composición corporal preservada, las 
modificaciones inducidas por un programa de entrenamiento general de elevada 
intensidad y duración estándar sobre la función y biología musculares, así como 
sobre la función pulmonar, la capacidad de ejercicio y la calidad de vida. De forma 
más específica, valorar la potencial aparición de alteraciones estructurales, estrés 
oxidativo e inflamación y las eventuales alteraciones moleculares y estructurales en 
sus músculos periféricos (vasto lateral) y respiratorios (intercostal externo). 



Pascual-Guardia S, Wodja E, Gorostiza A, López de Santamaría E, Gea J, Gáldiz 
JB, Sliwinski P, Barreiro E; en nombre del proyecto ENIGMA in COPD. Mejoría 
de la calidad de vida y capacidad de ejercicio sin cambios en la biología muscular 
tras entrenamiento general en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva 
crónica grave. Med Clin (Barc). 2013 Mar 2;140(5):200-6. doi: 10.1016/
j.medcli.2012.01.025

http://www.elsevier.es/es-revista-medicina-clinica-2-articulo-mejoria-calidad-vida-capacidad-ejercicio-90192220
U16319
Rectángulo
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Addenda al estudio 1.

Tabla 3. Niveles de marcadores de inflamación en plasma en pacientes con EPOC en 
situación basal.

Tabla 4. Comparativa de los marcadores de estrés oxidativo en los músculos 
cuádriceps e intercostal en pacientes con EPOC en situación basal.

Niveles en Plasma

PCR 1,6±0,5

TNF-α 24,5±8,7

IL-6 299,7±96,2

IL-1β 23,6±7,3

Tabla	 3.	 Abreviaciones:	 PCR,	 Proteína	 C	 Reactiva;	 TNF,	 Factor	 de	 Necrosis	 Tumoral;	 IL,	
Interleuquina).

Tabla	4.	Los	datos	se	presentan	como	mediana	(intervalo	 intercuartílico).	DO:	densidades	
ópticas;	MDA:	malondialdehído;	ua:	unidades	arbitrarias;	n.s.:	no	significativo.

Vasto Lateral
Intercostal 

externo
p

Mn-Superóxido	dismutasa,	DO	(ua) 3,58 (2,19) 2,29 (1,47) <0,05

Catalasa, DO (ua) 1,52 (1,20) 2,48 (2,14) n.s.

Proteínas carboniladas, DO (ua) 3,11 (2,32) 1,14 (0,79) <0,001

Aductos proteicos de MDA, DO (ua) 2,92 (1,49) 1,41 (0,77)
<0,001
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4.2. Estudio 2

Vastus Lateralis Fiber Shift Is an Independent Predictor of Mortality in 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

Hipótesis del Estudio 2

Los cambios en el fenotipo fibrilar del músculo cuádriceps de pacientes con EPOC 
pueden ser un factor predictivo de mortalidad.

Objetivo del Estudio 2

Estudiar las implicaciones de los cambios fenotípicos fibrilares del cuádriceps en la 
mortalidad de pacientes con EPOC de diversas procedencias geográficas.



Patel MS, Natanek SA, Stratakos G, Pascual S, Martínez-Llorens J, Disano L, 
Terzis G, Hopkinson NS, Gea J, Vogiatzis I, Maltais F, Polkey MI. Vastus 
lateralis fiber shift is an independent predictor of mortality in chronic 
obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med. 2014 Aug 
1;190(3):350-2. doi: 10.1164/rccm.201404-0713LE

http://www.atsjournals.org/doi/abs/10.1164/rccm.201404-0713LE?url_ver=Z39.88-2003&rfr_id=ori%3Arid%3Acrossref.org&rfr_dat=cr_pub%3Dpubmed&#.VmlpDnYvfcs
U16319
Rectángulo
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4.3. Estudio 3

Alteraciones de la regeneración en el músculo cuádriceps de pacientes 
con EPOC y masa muscular reducida: ¿Consecuencia del microambiente 
celular?

Se sabe que los músculos periféricos de los pacientes con EPOC muestran signos de 
lesión y de apoptosis nuclear, acompañados de atrofia, sobre todo en aquellos con 
peso y masa muscular reducidos. También se ha descrito recientemente que sus 
mecanismos de regeneración podrían hallarse alterados.

Hipótesis del Estudio 3

Los mecanismos de reparación se hallan alterados en el músculo cuádriceps de 
pacientes con EPOC y bajo peso. Esta alteración  impide la correcta evolución del 
programa de miogénesis y depende de factores intrínsecos y permanentes en sus 
células satélite.

Objetivo del Estudio 3

Estudiar la integridad de los mecanismos de reparación en el músculo cuádriceps de 
pacientes con EPOC, con y sin bajo peso asociado. Como objetivo complementario: 
Evaluar si en caso de existir alteraciones en dichos mecanismos regenerativos, 
responden a cambios permanentes en sus células satélite.
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RESUMEN 
  La pérdida de masa y función musculares se asocia 
frecuentemente a la EPOC. Reciente-mente se ha sugerido que 
existe un desequilibrio entre fenómenos de lesión y/o apoptosis 
frente a la eficiencia de la regeneración. Objetivo: Evaluar el 
potencial regenerativo del cuádriceps en pacientes con EPOC y 
masa muscular reducida. Métodos: Se obtuvieron muestras del 

músculo en 15 pacientes con masa magra conservada, 15 con 
masa magra reducida (LFFMI) y 10 sujetos sanos, evaluándose 
fenotipo fibrilar, proporciones de músculo anormal y de células 
satélite, así como expresión de marcadores inflamatorios y de 
regeneración. Finalmente se realizó cultivo primario de células 
satélite para valorar su capacidad de migración, proliferación y 
diferenciación. Resultados: Los dos grupos con EPOC 
presentaban menor fuerza muscular e incremento de marcadores 
sistémicos de inflamación. Además, los enfermos LFFMI 
evidenciaban en el músculo un área de sección fibrilar reducida, 
mayor porcentaje de área anormal (sugestivo de procesos activos 
de lesión y reparación) y células satélite, así como mayor 
expresión de diversos genes ligados a inflamación, mantenimiento 
de la masa muscular y fases iniciales de la regeneración que los 
otros dos grupos, aunque la expresión de marcadores 
correspondientes a las fases finales no mostraba dicho aumento 
sino incluso disminución. Sin embargo, en los cultivos de células 
satélite no se observaron diferencias relevantes entre los diferentes 
grupos. Conclusiones: Los pacientes LFFMI presentan 
deficiencias en las fases finales de la regeneración muscular. 
Dichos defectos no parecen persistir in vitro, lo que sugiere que se 
hallan relacionados con factores presentes en el paciente. 

INTRODUCCIÓN  
   La Enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) es una 
patología muy prevalente, preveyéndose que en 2020 será la 
tercera causa de muerte en el mundo1. La EPOC supone además 
una carga económica significativa, principalmente como 
consecuencia de las exacerbaciones y de sus manifestaciones 
sistémicas y comorbilidades. Una de las comorbilidades que más 
frecuentemente se asocia a la EPOC es la disfunción de la 
musculatura esquelética2, disfunción que se asocia a un deterioro 
en la calidad de vida3. En muchas ocasiones esta situación puede 
agravarse con la pérdida concomitante de peso y masa muscular. 
La prevalencia de alteraciones nutricionales en la EPOC varía 
según la definición, el estadio de la enfermedad o el área 
geográfica4-6, y juntamente con la disfunción muscular, han 
demostrado ser factores independientes de mortalidad en estos 
pacientes7-11. En los últimos años se han descubierto diversos 
mecanismos moleculares que subyacen el proceso de pérdida de 
masa muscular tanto en modelos animales e in vitro, como en 
pacientes con EPOC1,2,12. Las causas y mecanismos biológicos 
que conducen a la pérdida de masa muscular y atrofia en estos 
enfermos son múltiples, pero se acepta que condicionan un 
desequilibrio entre los procesos anabólicos y catabólicos del 
músculo, con resultado de pérdida de proteínas13. Por otra parte, 
también se ha observado un incremento en el nivel de lesión y el 
número de núcleos apoptóticos en el músculo cuádriceps de 
pacientes con EPOC, con y sin pérdida de peso14,15. El proceso de 
regeneración muscular tiene un importante papel como 
mecanismo regulador de la masa muscular16, previniendo o 
mitigando la atrofia y reparando la lesión del músculo.  

La reparación y regeneración del músculo esquelético tras una 
lesión o pérdida de núcleos, ya sea por ejercicio intenso o como 
resultado de una enfermedad, está mediada por las células satélite. 
Éstas son precursoras miogénicas que se localizan entre la lámina 
basal y el sarcolema de las miofibras17. En el adulto generalmente 
se encuentran en estado quiescente, activándose en respuesta a 
diferentes estímulos. Una vez activadas, las células satélite 
proliferan, se diferencian y migran hasta la zona dañada, donde se 
fusionan con las miofibras existentes para repararlas o facilitar el 
mantenimiento de su tamaño. Mediante el mismo proceso, 
también pueden generar nuevas fibras. Esta ordenada sucesión de 
eventos esta controlada por diferentes proteínas reguladoras17.  Se 
sabe que la capacidad de reparación del músculo depende del 
número de células satélite existentes y de su correcta función. 
Cabe destacar que esta última es el resultado de la relación entre el 
microambiente en que se encuentran las células (‘nicho’) y la 
capacidad de éstas para responder a los diferentes estímulos y 
llevar a cabo el proceso de miogénesis. En el momento actual 
parece confirmado que el número global de células satélite está 
conservado en los músculos de las extremidades de los pacientes 
con EPOC, pero su funcionalidad regenerativa podría hallarse 
disminuida18,19. Sin embargo, se desconocen muchos de los 
detalles de dicha deficiencia, y si ésta es consecuencia de cambios 
intrínsecos y permanentes en las células satélite, o depende 
fundamentalmente del entorno tisular en que éstas se hallan. 
Trabajos recientes con cultivos celulares muestran resultados 
controvertidos al respecto18-20. 

!1

   Nuestra hipótesis fue que en los pacientes con EPOC y masa 
muscular reducida existe una alteración en la función de las 
células satélite, con la subsiguiente disminución de su capacidad 
regenerativa. Dicha alteración no dependería de cambios 
persistentes en las propias células sino fundamentalmente del 
entorno tisular proporcionado por el propio paciente, 
contribuyendo a la pérdida de su masa muscular. Por ello, el 
objetivo del presente estudio fue examinar el número y el 
potencial regenerativo de las células satélite en en el músculo 
cuádriceps de pacientes con EPOC y masa muscular reducida, 
comparándolo con el que poseen dichas células al ser cultivadas 
en condiciones experimentales. 

MÉTODOS 

Diseño 
   Se trata de un estudio transversal, controlado y no aleatorizado, 
diseñado de acuerdo a las guías TREND y STROBE. 

Pacientes 
   Se reclutaron 30 pacientes caucásicos, con el diagnóstico de 
EPOC según los criterios de las guías GOLD21. Los enfermos se 
clasificaron como EPOC-con bajo peso y masa muscular reducida 
(LFFMI, n=15) o EPOC-con peso y masa muscular conservadas 
(NFFMI), atendiendo a sus índices de masa corporal y de masa 
magra (IMC y FFMI, respectivamente). Los criterios de exclusión 
fueron la presencia de alguna exacerbación en los tres meses 
previos a la toma de la muestra muscular, la coexistencia de 
enfermedad cardíaca, renal, ortopédica, neoplásica o hepática 
graves, la presencia de una patología inflamatoria sistémica, 
enfermedad neuromuscular conocida, el uso de corticosteroides 
parenterales en los últimos 3 meses, así como la toma de fármacos 
con conocida influencia sobre el músculo (antagonistas del calcio, 
relajantes musculares, etc.). También se excluyeron aquellos 
pacientes con antecedentes de abuso de alcohol. Adicionalmente 
se reclutaron 10 sujetos control sanos, caucásicos, de edades 
similares a los pacientes, función pulmonar normal y sin 
alteraciones nutricionales. 

Aspectos éticos 
   El estudio fue diseñado de acuerdo con los estándares éticos 
sobre experimentación humana de nuestra institución y las guías 
de la World Medical Association para la investigación en seres 
humanos. Durante el estudio se siguieron las directrices nacio-
nales e internacionales (declaración de Helsinki), así como el 
Código Deontológico de Buenas Prácticas de nuestro centro. Se 
observó además la normativa legal sobre confidencialidad de 
datos [Ley Orgánica 15/1999 de Protección de Datos de Carácter 
Personal (LOPD)]. El Comité Ético para investigación en huma-
nos de nuestro hospital aprobó el estudio, y todos los participantes 
firmaron el correspondiente consentimiento informado. 

Valoración nutricional y funcional 
   En todos los participantes se determinaron parámetros 
antropométricos (peso, talla e IMC) y de composición corporal 
(fundamentalmente FFMI). Esta última se obtuvo mediante 
impedancia bioeléctrica (Bodystat, Isle of Man, Reino Unido). El 
criterio para la asignación al grupo de peso y masa magra 
reducidos fue la presencia de IMC<21 Kg/m2, con FFMI<16 Kg/
m2 en hombres y <15 Kg/m2 en mujeres9. También se realizaron 
pruebas de función respiratoria siguiendo la metodología 
publicada en estudios previos5. Incluyeron espirometría forzada 
con prueba broncodilatadora, medición de volúmenes pulmonares 
estáticos y resistencia de la vía aérea por pletismografía corporal, 
medición de la capacidad de transferencia del monóxido de 
carbono y gases respiratorios arteriales. Excepto para estos 
últimos se utilizaron valores de referencia para población 
mediterránea22-24. La fuerza prensil de la mano se determinó 
utilizando un dinamómetro específico en la extremidad no 
dominante (JAMAR, Nottinghamshire, Reino Unido), mientras 
que la fuerza del cuádriceps se evaluó a través de su contracción 
isométrica máxima (dinamómetro de Biopac Systems Inc, Goleta, 
CA, EEUU). En ambos casos se tomó el valor superior obtenido 

en 3 maniobras válidas y reproducibles. Finalmente se midió la 
capacidad de ejercicio mediante la prueba de marcha de 6 
minutos, según las guías de la American Thoracic Society (ATS)25.  

Biopsias musculares y procesamiento inicial de las muestras 
   Se obtuvieron muestras de la porción vastus lateralis del múscu-
lo cuádriceps mediante biopsia abierta, siguiendo la técnica míni-
mamente invasiva publicada previamente por nuestro grupo26,27. 
Brevemente, y tras la aplicación de anestesia local (10 ml de me-
pivacaína al 1 %), se realizó una incisión cutánea lineal a nivel del 
tercio medio del vastus lateralis, cara antero-lateral, siguiendo una 
disección por planos y toma de la muestra en paralelo a la direc-
ción de las fibras. El tamaño de las biopsias fue de aproximada-
mente 0,5 x 0,5 cm. Cada una de ellas se dividió en 4 porciones, 
que se procesaron inmediatamente a la extracción. Una de las 
porciones se fijó en formalina y se incluyó en bloques de parafina 
para su posterior  análisis histológico. Las segunda y tercera por-
ciones se colocaron en crioviales, que se sumergieron inmediata-
mente en nitrógeno líquido, almacenándose a -80º C hasta su utili-
zación en las técnicas de biología molecular. La ultima porción se 
preservó en medio de transporte (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium [DMEM]) para la realización del cultivo primario de células 
satélite, siempre en un tiempo inferior a 3 horas desde la toma de 
la muestra. 

Análisis biológicos 
1. Tejido muscular (muestras parafinadas y muestras congeladas)

a) Inmunohistoquímica
Con el fin de evaluar la proporción y tamaño de las fibras mus-

culares se obtuvieron con un microtomo secciones seriadas de 3 
m del tejido embebido en parafina, fijándose a continuación 

dichas secciones sobre un portaobjetos de vidrio. Se procedió al 
desenmascaramiento y posterior incubación con anticuerpos espe-
cíficos para las isoformas I y II de las cadenas pesadas de miosina 
(MyHC) (MyHC-I, clon MHC, Biogenesis Inc., Poole, Reino 
Unido; y MyHC II, clon MY-32, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 
EEUU). Tras una incubación de 30 minutos en una cámara húme-
da con el correspondiente anticuerpo primario, los portaobjetos se 
lavaron e incubaron durante 30 minutos más con el anticuerpo 
secundario biotinilado. Esto fue seguido de una incubación de 
otros 30 minutos con estreptavidina Horseradish Peroxidase 
(HRP) conjugada y diaminobencidina como sustrato (kit LSAB
+HRP, Dako Cytomation Inc, CA, EEUU.). En cada portaobjetos 
se utilizó como control negativo una lámina sin anticuerpo prima-
rio. Las muestras se trataron con hematoxilina y fueron montadas 
para su visualización en un microscopio óptico convencional. Las 
imágenes se captaron con una cámara digital adaptada al micros-
copio (Olympus, Series BX50F3, Olympus Optical Co., Hambur-
go, Alemania), y se procesaron mediante un software específico 
(Pixera Studio, versión 1.0.4, Pixera Corporation, Los Gatos, CA, 
EEUU). Las fibras musculares fueron evaluadas utilizando un 
software específico para morfometría (NIH Image, versión 1.60, 
Scion Corporation, Frederick, MD, EEUU), determinándose el 
área de sección y los porcentajes de cada tipo fibrilar. Se determi-
naron al menos 100 fibras por muestra.  
   Con el fin de evaluar la proporción de músculo anormal, se 
realizó una tinción de hemotoxilina-eosina sobre cortes de 3 m 
del músculo fijados en un portaobjetos de vidrio. La valoración se 
realizó utilizando una adaptación de las metodologías publicadas 
previamente por Reid y McGowan28-29. Brevemente, y mediante 
un programa informático, se proyectó una gradilla de 63 intersec-
ciones sobre cada imagen obtenida de las muestras, y dos obser-
vadores independientes clasificaron cada una de ellas en una de las 
siguientes categorías: músculo de estructura normal, presencia de 
núcleos internalizados, células inflamatorias, presencia de lipofuc-
sina, fibra anormal, fibra inflamada/necrótica, vaso o estructura no 
contabilizable. Una vez obtenido el número total de intersecciones 
para cada categoría se calculó la fracción de músculo anormal, 
indicativa del nivel de lesión y regeneración presentes en la mues-
tra. 
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   Finalmente se determinó también el número de células satélite. 
Para ello se procedió al desenmascaramiento y posterior incuba-
ción de las muestras con el anticuerpo primario para Paired box 
protein 7 (Pax7) (Dilución 1:50, clone EE-8; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc, Dallas, TX, EEUU). Las muestras se incubaron en-
tonces en un buffer de bloqueo (50 mM TRIS pH 7.5, 150 mM 
NaCl, 0.01% Tritón X-100, 1% BSA y 1% de polvo de leche des-
natada) juntamente con el anticuerpo primario, durante una noche 
a 4º C. Seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario 
(FITC-conjugado caprino anti-ratón, 1:1000, SouthernBiotech, 
Birmingham, AL, EEUU), a temperatura ambiente durante 60 
minutos. Finalmente se procedió al lavado y posterior tinción con 
4,6-diami-dino-2-fenilindol (DAPI) (SouthernBiotech), para su 
visualización y captación mediante un microscopio de fluorescen-
cia equipado con una cámara digital (Olympus Optical Co., Life 
and Material Science Europe). Se consideró como célula satélite 
la que presentaba un núcleo situado junto a la membrana basal 
con tinción positiva para Pax7 y 4',6-diamidino-2-fenilindol 
(DAPI) (color verde), mientras que los restantes núcleos presen-
taban una coloración azulada (DAPI+). El pool de células satélite 
se expresó en porcentaje respecto al total de núcleos analizados.  

b) Expresión de ARN en el tejido muscular 
 Aislamiento y purificación: Se extrajo el ARN total del tejido de 

acuerdo con las recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Life 
Technologies SA., Grand Island, NY, EEUU). El tejido fue homo-
geneizado en 1 ml de TRIzol, y se añadieron 0,2 ml de Clorofor-
mo, siendo mezclada vigorosamente la muestra durante 15 segun-
dos e incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos más. 
Las muestras fueron posteriormente centrifugadas durante 15 
minutos a 12.000 g y 4 º C. Seguidamente se transfirió la fase 
acuosa a un nuevo microtubo y se añadió el mismo volumen de 
isopropanol, incubándose a temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos. A continuación, el ARN se precipitó centrifugando la mues-
tra durante 10 minutos, de nuevo a 12.000 g y 4º C. El precipitado 
de ARN se lavó con 1 ml de etanol al 70%, resuspendiéndose en 
agua libre de ARNasas y siendo guardado a -70º C. Posteriormen-
te se cuantificó la concentración del ARN extraído del tejido me-
diante espectrofotometría.  
   Retrotranscripción: Ésta se realizó a partir de un microgramo 
del ARN total mediante cebadores oligo(dT)12-18 y transcriptasa 
inversa SuperscriptTM II (Invitrogen, Life Technologies) en 10 
microlitros de reacción, según las instrucciones del fabricante. La 
síntesis del ácido desoxiribonucleico complementario (ADNc) se 
realizó en un termociclador (GeneAmp PCR system 2400, Perkin 
Elmer, Waltham, MA, EEUU), de acuerdo con el siguiente proce-
dimiento: primero se hibridó el cebador durante 10 minutos a 70º 
C. A continuación se llevó a cabo la retrotranscripción durante 50 
minutos a 42º C, y seguidamente se inactivó la transcriptasa in-
versa, incubando las muestras durante 10 minutos también a 70º 
C. Se utilizó una alícuota de 1/50 del ADNc resultante para la 
amplificación mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa 
(PCR) de tipo cuantitativo. 
   PCR en tiempo real: La amplificación del ADN se llevó a cabo 
mediante un detector de secuencia (ABI PRISM 7900HT, Applied 
Biosystems, Foster City, CA, EEUU), cuantificándose la expre-
sión génica mediante el ensayo de la nucleasa 5’y cebadores y 
sondas TaqMan prediseñados por el fabricante (Assays-on-De-
mand Gene Expression Products, Applied Biosystems). Se cuanti-
ficó así la expresión de los genes correspondientes a diferentes 
marcadores de miogénesis [Pax7, factor miogénico 5 (Myf5), 
factor 1 de diferenciación (MyoD), factor miogénico 4 (Miogeni-
na), factor miogénico 6 (Myf6) e isoformas embrionaria, perinatal 
(MyH8) y adultas de MyHC], del mantenimiento de la masa mus-
cular [isoformas del factor de crecimiento similar a la insulina  
(IGF) -1: IGF-1Ea y factor de crecimiento mecánico (MGF), así 
como su receptor específico (IGF-1R)], y de inflamación [factor 
de necrosis tumoral (TNF)–  y sus receptores (TNFRI y TNFRII), 
interleuquina (IL) -1β, e IL-6]. Los reguladores miogénicos prin-
cipales son MyOD, MyF5 y miogenina, ya que se ha demostrado 
que el papel del MRF4 es suplido perfectamente por la miogenina 
y la MyOD, por lo que no se ha incluido en el análisis30,31. Se 

utilizó la expresión de los genes de la beta Actina (ACT ) y del 
Gluteraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como contro-
les endógenos (house keeping), para normalizar las diferencias en 
la cantidad de ARN total de cada muestra. Las sondas TaqMan se 
marcaron con la molécula fluorescente 6-carboxi-fluoresceína 
(FAM) en el extremo 5’, y un inhibidor no fluorescente (NFQ) en 
el extremo 3’. En la tabla 1 se muestran las sondas utilizadas en 
cada caso. Los cebadores utilizados para la amplificación estaban 
localizados en distintos exones de cada gen con el fin de evitar 
amplificaciones de ADN genómico contaminante.  

Tabla 1. Sondas utilizadas par la realización de la PCR en tiempo real. 

Abreviaturas: PAX7, gen de Paired box 7 (Pax 7); MYF5, gen del factor 
miogénico 5 (Myf5); MYOD1, gen del factor 1 de diferenciación (MyoD); 
MYF6, gen del factor miogénico 6 (Myf 6); MYOG, gen del factor 
miogénico 4 o Miogenina; MYH8, gen de la isoforma perinatal o isoforma 
8 de las cadenas pesadas de miosina (MyHC8); MYH1, gen de la isoforma 
I adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-I); MYH2A, gen de la 
isoforma IIa adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-IIa); 
MYH2X, gen de la isoforma IIx adulta de las cadenas pesadas de miosina 
(MyHC-IIx); TNF, gen del factor de necrosis tumoral (TNF- ); TNFRSF 
1A, gen del receptor 1 del TNF-  (TNFR1); TNFRSF 1B, gen del receptor 
2 del TNF-  (TNFR2); IL1B, gen de la interleuquina 1  (IL-1 ); IL1R1, 
gen del receptor de la IL-1  (IL-1R); IL6, gen de la interleuquina 6 (IL-6); 
IL6R, gen del receptor de IL-6 (IL6R); IGF-1, gen del factor de 
crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1Ea); MGF, gen del factor 
de crecimiento mecánico (MGF); IGF1R, gen del receptor del factor de 
crecimiento similar a la isulina (IGFR1); ACTB, gen de la beta actina ( -
actina); GAPDH, gen de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; TBP, 
gen de la proteína de unión a TATA (factor de transcripción que se une a la 
secuencia de ADN denominada TATA box). 

c) Western Blot
Debido al tamaño reducido de la muestra, se debieron seleccio-

nar únicamente un número reducido de proteínas clave a cuantifi-
car. Para ello, una porción de las muestras congeladas (20-25 mg) 
se homogeneizó en una solución tampón que contenía ácido N-2-

Gen (proteína) Identificación 
del ensayo

Secuencia que contiene la 
sonda (5’-3’)

Nº acceso 
Genbank

PAX7 (Pax7) Hs00242962_m1 GCGACAAAGGGAACCGCTGGACGA NM_001135254.1

MYF5 (Myf5) Hs00271574_m1 ATGGCATGCCCGAATGTAACAGTCC NM_005593.2

MYOD1 (MyoD) Hs00159528_m1 GCGCCCAGCGAACCCAGGCCCGGGA NM_002478.4

MYF6 (Myf6) Hs00231165_m1 AGAAAATCTTGAGGGTGCGGATTTC NM_002469.1

MYOG (Miogenina) Hs01072232_m1 AACCCAGGGGATCATCTGCTCACGG NM_002479.4

MYH8 (MyH8) Hs00267293_m1 GATGTTGCAAAGGAGAGAAGCACTT NM_002472.2

MYH1 (MyHC-I) Hs00165276_m1 GAGCTTCAGGCACGCATCGAGGAGC NM_000257.2

MYH2A (MyHC-IIa) Hs00430042_m1 GGTCTCCAAAGCCAAGGGAAACCTA NM_017534.5

MYH2X (MyHC-IIx) Hs00428600_m1 GCAAACAGAATCAGGTGAATATTCA NM_005963.3

TNF (TNF-α) Hs00174128_m1 GCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAG NM_000594.2

TNFRSF 1A (TNFR1) Hs00533560_m1 GCTGCCACTGGTGCTCCTGGAGCTG NM_001065.2

TNFRSF 1B (TNFR2) Hs00153550_m1 AGAGAAGCCAAGGTGCCTCACTTGC NM_001066.2

IL1B (IL-1β) Hs00174097_m1 TGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCCAT NM_000576.2

IL1R1 (IL-1R) Hs00991010_m1 AGACTATTACAGTGTGGAAAATCCT NM_000877.2

IL6 (IL-6) Hs00174131_m1 ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG NM_000600.2

IL6R (IL6R) Hs00169842_m1 GCCTCCCAGTGCAAGATTCTTCTTC NM_000565.2

IGF1 (IGF-1Ea) Hs00153126_m1 TGTGATTTCTTGAAGGTGAAGATGC NM_00111283.1

MGF (MGF) Hs03986524_m1 CTCAGAGAAGGAAAGGAAGTACATT NM_00111283.1

IGF1R (IGF1R) Hs00951562_m1 AAATCGGAGATTTTGGTATGACGCG NM_000875.3

ACTB (β-Actina) 
House keeping 1 Hs99999903_m1 CCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCA NM_001101.3

GAPDH 
House keeping 2 Hs99999905_m1 GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT NM_002046.3

TBP (TBP) Hs99999910_m1 TGGGTTTTCCAGCTAAGTTCTTGGA M55654.1
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hidroxietilpiperacina-N'-2'-etanesulfónico (HEPES) 50 mM, NaCl 
150 mM, NaF 100 mM, Na pirofosfato 10 mM, ácido etilendia-
mino-tetraacético (EDTA) 5mM, Tritón-X 0.5%, leupeptina 2 µg/
ml, PMSF 100 µg/ml, aprotinina 2 µg/ml y pepstatina A10 µg/ml. 
El homogeneizado se centrifugó a continuación durante 30 minu-
tos a 1.200 g. Se descartó el precipitado y se consideró el sobre-
nedante como homogeneizado citoplasmático. Las concentracio-
nes de proteínas en cada homogeneizado se determinaron median-
te espectofotometría, con la técnica de Bradford32, utilizándose 
albúmina de suero bovino (BSA) como estándar (Bio-Rad protein 
reagent, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EEUU). La concentración 
proteica final de cada homogeneizado se calculó a partir de la 
media de dos determinaciones de Bradford que no difiriesen >0,5 

g de proteína. Se calculó el volumen de homogeneizado necesa-
rio para depositar 20 g de proteína en cada carril, y las diferentes 
proteínas se separaron mediante electroforesis en una dimensión 
(cada muestra por triplicado en geles distintos), siendo transferi-
das a una membrana de polivinilideno difluorido (PVDF) (Milli-
pore; Bedford, MA, EEUU), y bloqueadas con 1% BSA e incuba-
das durante toda la noche a 4º C con los anticuerpos primarios 
específicos: anti-MyoD (1:500, clon M-318, Santa Cruz Biotech-
nology), anti-miogenina (1:500, clon F5D, Santa Cruz Biotechno-
logy), anti-miosina perinatal (1:1000, clon N1.551, Santa Cruz 
Biotechnology) y anti-miosinas adultas (Biogenesis y Sigma-Al-
drich). 
   Tras el lavado de la membrana de los anticuerpos primarios no 
unidos a proteínas, éstas se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio específico ligado a peroxidasa, durante 1h a temperatura am-
biente. Se analizaron entonces las bandas asociadas a los anti-
cuerpos secundarios mediante quimioluminiscencia (Pierce ECL 
Western Blotting substrate, Thermo Fisher Scientific, Runcorn, 
Cheshire, Reino Unido), utilizando un procesador de densidades 
ópticas (ChemiDocTM XRS+ System, Bio-Rad). Finalmente se 
confirmó el control de carga de proteínas mediante el stripping de 
las membranas y su posterior incubación con el anticuerpo co-
rrespondiente al GAPDH (1:5000; clon FL-335; Santa Cruz Bio-
technology). Los niveles de las proteínas seleccionadas se expre-
saron como razón entre las intensidades de las bandas correspon-
dientes sobre las intensidades de las bandas de los controles de 
carga (GAPDH).  

2. Cultivo primario de Células Satélite 

a) Técnica de Cultivo
   Se realizó el cultivo primario de células satélite con una porción 
de las muestras musculares obtenidas. Para ello, en condiciones 
estériles y con la muestra embebida en DMEM (medio Eagle 
modificado por Dulbecco) sobre una placa de Petri, se extrajo 
manualmente el tejido conectivo y la grasa. Se realizó una 
primera digestión enzimática con una solución de colagenasa tipo 
I (0,2%, Sigma-Aldrich) a 37º C durante 30 minutos. 
Posteriormente las muestras se pasaron a través de un filtro 
celular de 100 m y se cultivaron las células sobre una placa de 
Petri cubierta con una película de gelatina (1,5%), en medio de 
proliferación (PM). Este consiste en una mezcla 3:1 de los medios 
DMEM y M-199, suplementado con 20% de suero fetal bovino 
(FBS), 2 mM L-glutamina, 1% penicilina/estreptomicina/
fungizona (PSF), Hu-bFGF recombinante (2,5 ng/ml), Hu-
Insulina recombinante (10 g/ml) y Hu-EGF recombinante (10 
ng/ml). 
   Para verificar la identidad de las células del cultivo y la pureza 
de éste se realizó una tinción de desmina (proteína estructural de 
los miofilamentos, característica de la estirpe muscular) en una 
pequeña porción de las mismas. Para ello, la muestra se incubó 
con anticuerpos específicos para la desmina (1:100, clon D33; 
Thermo Fisher Scientific). A continuación las muestras se tiñeron 
con hematoxilina, y fueron deshidratadas y montadas para su 
visualización en el ya mencionado microscopio óptico, 
captándose las imágenes con la cámara digital y software 
específico. La pureza miogénica, definida como el porcentaje de 
células con tinción positiva respecto del total, fue siempre 
superior al 94%. 

   La inducción de la diferenciación de las células satélite a 
mioblastos y a miotubos se realizó mediante la siembra de los 
mismos a alta densidad (104 células / cm2) en medio de 
diferenciación (DM) y durante 3 días. El DM consiste en una 
mezcla 3:1 de los medios DMEM y M-199, suplementado con 2% 
de suero equino (HS) y 1% PSF. 

b) Evaluación de las propiedades mecánicas celulares ligadas a la 
migración 
   Las células procedentes de los cultivos se sembraron sobre 
placas con un sustrato de policrilamida y perlas fluorescentes, 
siguiendo procedimientos previamente descritos33. Brevemente, se 
utilizó una solución de acrilamida 7,44%, bis-acrilamida 0,04%, 
persulfato de amonio 0,5%, tetrametiletilenodiamina 0,05%, perlas 
fluorescentes de 200 nm de diámetro 0,5% (Fluospheres, 
Invitrogen) y NHS-acrilato 2 mg/ml. Esta solución se polimerizó 
sobre placas con una rigidez de 3.750 Pa y un espesor de 100 , y 
sobre la misma se añadió una solución de colágeno tipo I (100 g/
ml). 
   La fuerza de tracción de los mioblastos y miotubos se evaluó 
utilizando un microscopio de tracción (FTTM) (Nikon Eclipse Ti, 
Nikon Instruments Europe, Amsterdam, Holanda), equipado con 
una cámara de fluorescencia (ORCA-AG, Hamamatsu Photonics 
KK, Hamamatsu City, Japón) y controlado con un programa 
específico (Metamorph, Universal Imaging Inc., Bedford Hills, 
NY, USA). En cada caso se evaluaron 50 células seleccionadas al 
azar. Se captaron imágenes cada 5 minutos durante 6 horas. El 
desplazamiento de la superficie del gel inducida por las fuerzas de 
tracción ejercidas por las células se calculó mediante la 
comparación de las imágenes de las perlas fluorescentes obtenidas 
durante el tiempo del experimento con las imágenes de referencia 
obtenidas después de la tripsinización y el desprendimiento de 
dichas células. Para determinar la deformación del sustrato 
provocada por fuerzas de tracción se utilizó un algoritmo de 
velocimetría de imágenes de partículas33. El desplazamiento 
medio (MSD) de cada célula se calculó mediante la ecuación:  

MSDi ( t) = [x2 ( t] = [|xi (t + t) - xi (t)|2]  
donde t es el intervalo de tiempo, xi es la coordinación de las 
perlas fluorescentes y los paréntesis indican el promedio sobre la t. 
Los valores de MSD se ajustaron a la expresión de la ley de 
potencia: MSD = D  t , donde D es un parámetro de escala y  
indica el grado de persistencia. Cuando =1 el movimiento es 
aleatorio, cuando <1 el movimiento es anti-persistente y cuando 

>1 el movimiento es persistente34. Los experimentos se 
realizaron en tres condiciones distintas: en medio de proliferación 
(PM), medio de diferenciación (DM) y en DM suplementado con 
10 ng/ml de factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF). 

c) Evaluación de la proliferación 
   Se efectuó a través del cálculo tiempo de duplicación de la 
población celular (PDT): Las células satélite se sembraron por 
triplicado, con las mismas densidad y condiciones del medio en 
placas de Petri marcadas con una gradilla. En cada placa se 
contabilizó el número de células presentes en 16 cuadrados de la 
gradilla, cada día a la misma hora y en los mismos cuadrados 
durante 10 días consecutivos. El PDT se calculó utilizando la 
ecuación: PDT (hr) = (T2 - T1)/3.32 x (log N2 - log N1), donde 
“T” es el tiempo y “N” el número de células. A su vez, T1 y T2 
son los tiempos en los extremos del crecimiento exponencial de 
cada cultivo celular35. Los resultados se comprobaron además 
mediante la cuant i f icación de la incorporación de 
Bromodeoxiuridina (BrdU) por inmunoensayo. Brevemente, se 
añadió BrdU al medio de cultivo obteniéndose muestras a 
diferentes tiempos. Dichas muestras fueron incubadas con 
anticuerpos anti-BrdU conjugados con peroxidasa. Se procedió al 
revelado añadiendo substrato POD y se obtuvo la absorbancia en 
un lector de ELISA. 
d) Evaluación de la diferenciación 

Se emplearon diversas técnicas complementarias. Por un lado se 
captaron digitalmente las imágenes correspondientes a los cultivos 
después de 3 días en DM a través de microscopía óptica 
convencional. Dos observadores independientes evaluaron la 
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presencia de miotubos. Por otro lado se determinó la actividad de 
la creatinquinasa (CK): Tras 72 h de la inducción de la 
diferenciación, los miotubos se extrajeron mediante un buffer de 
lisis (0.5% Tritón X-100 e inhibidores de proteasas). 
Posteriormente las muestras se centrifugaron y se utilizó el 
sobrenedante para la realización del ensayo de la CK, utilizando 
un kit comercial (Spinreact, Barcelona, España). Brevemente, la 
CK del extracto celular se combinó con los sustratos y enzimas 
correspondientes para iniciar las reacciones que concluyen con la 
producción de NADH, lo que incrementa la absorbancia a 340 
nm. El ensayo se realizó en 3 ocasiones para cada muestra. La 
actividad enzimática se normalizó con la concentración total de 
proteínas (técnica de Bradford).  
   Finalmente, se incluyó también el análisis de la expresión de 
marcadores transcriptómicos seleccionados de proliferación y de 
las diversas fases de la diferenciación. Para ello se siguió el 
mismo procedimiento descrito anteriormente para las muestras de 
tejido. Sin embargo, en este caso el ARN total se extrajo del 
lisado celular de los mioblastos cultivados. 

Análisis estadístico 
   Las diferentes variables numéricas se expresan como media y 
desviación estándar de ésta, o como porcentajes. Se comprobó la 
normalidad en la distribución de las variables mediante la prueba 
de Kolmogorov-Smirnov. Para la comparación de variables entre 
los diferentes grupos se utilizó el análisis de varianza de una vía, 
con ajuste de Tukey para comparaciones múltiples. Para el estudio 
de las correlaciones entre las diferentes variables continuas se 
utilizaron los coeficientes de Pearson y Spearman, según el caso. 
Todo el análisis estadístico se realizó con el programa SPSS 
(SPSS Inc, Chicago, IL, EEUU).  Se consideró significativo un 
valor de “p” igual o inferior a 0,05. 

RESULTADOS 

Características generales 
   Las características clínicas, antropométricas y de analítica con-
vencional de los diferentes grupos de estudio se describen en la 
tabla 2. Como era esperable, los dos grupos de pacientes con 
EPOC presentaban una obstrucción grave al flujo aéreo, con hi-
perinsuflación pulmonar, alteración de la capacidad de difusión 
del CO, hipoxemia y pérdida de fuerza en extremidades inferio-
res. Los pacientes LFFMI presentaron también una disminución 
de la fuerza muscular en extremidades superiores, así como una 
reducción significativa en su capacidad de ejercicio. Además, 
ambos grupos de pacientes con EPOC mostraban un incremento 
en los marcadores sistémicos de inflamación, algo más marcado 
en los enfermos LFFMI. 

Músculo cuádriceps 
- Análisis histológico (tabla 3): En los grupos dos grupos de pa-
cientes con EPOC se observó un mayor porcentaje de fibras de 
tipo II respecto del grupo control. Por otra parte, el grupo de pa-
cientes LFFMI mostró unas fibras de menor tamaño, un incremen-
to en la proporción de músculo anormal (fundamentalmente debi-
do al incremento de núcleos internalizados) y un mayor número 
de células satélite que los otros dos grupos. Es interesante señalar 
que los dos grupos de enfermos mostraban un aumento de fibras 
anormales o con signos de inflamación (indicativo de lesión mus-
cular) respecto del grupo control. Se observó una correlación 
positiva entre el tamaño de las fibras de tipo II y tanto la fuerza 
del músculo cuádriceps como la distancia caminada en 6 minutos, 
y tanto para la población general de pacientes con EPOC (NFFMI 
y LFFMI) (r=0,602, p<0,01; y r=0,525, p<0,01, respectivamente), 
como específicamente para el grupo de LFFMI (r=0,561, p<0,05;  
y 0,525, p=0,05, respectivamente). Por otra parte, el porcentaje de 
músculo con fibras anormales o con signos de inflamación corre-
lacionaba inversamente con la fuerza del cuádriceps, tanto en la 
población global de pacientes con EPOC (r=-0,470, p<0,05) como 
en el grupo LFFMI en particular (r=-0,584, p<0,05). 

Tabla 2. Características antropométricas, funcionales y analíticas de los 
sujetos del estudio.  

Valores expresados como media ± desviación estándar. Abreviaturas: 
EPOC, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica; H, hombre; M, mujer; 
IMC, índice de masa corporal; FFMI, índice de masa magra; FEV1, 
volumen espiratorio máximo en el primer segundo; pred., predicho; FVC, 
capacidad vital forzada; RV, volumen residual; DLco, capacidad de 
difusión del monóxido de carbono; Kco, DLco corregida por el volumen 
alveolar; PaO2, presión parcial de oxígeno en sangre arterial; kPa, 
kilopascales; PaCO2, presión parcial de dióxido de carbono en sangre 
arterial; QMVC, fuerza isométrica voluntaria del cuádriceps; 6MWD, 
distancia caminada en la prueba de marcha de 6 minutos; VSG, velocidad 
de sedimentación globular; PCR, proteína C reactiva; TNF- , factor de 
necrosis tumoral ; IL-1β, interleuquina 1β; IL-6, interleuquina 6; CK, 
creatinquinasa; UI, unidades internacionales. NFFMI, pacientes con BMI 
y FFMI dentro de la normalidad; LFFMI, pacientes con BMI y FFMI 
reducidos. Significancia estadística: *, p 0,05; **, p 0,01; ***, p 0,001 
entre cualquier grupo de pacientes con EPOC respecto del grupo control.  x 
, p 0,05; xxx , p 0,001 entre pacientes NFFMI y pacientes LFFMI. 

- Biomarcadores el músculo: A nivel transcriptómico se observó 
una mayor expresión de varios de los genes correspondientes a las 
fases iniciales del proceso de regeneración (Pax7, Miogenina y 
Myf6) en los pacientes LFFMI. Sin embargo, dicho incremento no 
proseguía en los genes relacionados con fases más tardías. Así, 
MyH8 permanecía en un nivel similar al observado en el grupo 
control (aunque su expresión sí estaba aumentada en el grupo 
NFFMI), mientras que la expresión de las MyHC adultas se halla-

Controles Pacientes con EPOC

NFFMI LFFMI

n = 10 n = 15 n = 15

Sexo (H/M) 8/2 12/3 13/2

Edad (años) 62±6 68±10 65±9

Peso (Kg) 76±12 71±12 51±9***,xxx

IMC (Kg/m2) 27±2 25±3 18±2***,xxx

FFMI (Kg/m2) 19±2 18±2 15±1***,xxx

Función Respiratoria y Muscular, Capacidad de ejercicio

FEV1 (% pred) 93±9 35±11*** 31±13***

FVC (% pred) 91±8 54±15*** 59±18***

FEV1/FVC (%) 75±3 46±10*** 38±9***

RV (% pred) 117±16 188±58* 210±71**

TLC (% pred) 104±11 113±21 119±18

RV/TLC (%) 43±3 65±9*** 69±12***

DLco (% pred) 102±17 51±21*** 41±18***

Kco (% pred) 93±14 59±21*** 56±21***

PaO2 (kPa) 11.3±0.4 8.7±1.3*** 9.4±1.8*

PaCO2 (kPa) 5.7±0.5 6.1±0.6 6.0±0.7

Fuerza prensil mano (Kg) 32±6 27±8 24±5*

QMVC (Kg) 42±11 30±10** 25±12**

6MWD (m) 528±50 445±114 379±113**

Parámetros analíticos

Albumina (g/dl) 4.5±0.4 4.2±0.4 4.6±0.9

Proteínas totales (g/dl) 6.3±1.5 6.9±0.7 6.7±1.2

VSG (mm/h) 15±7 29±13* 28±13*

PCR (mg/dl) 1.6±1.4 0.8±0.7 4.2±4.9*,x

Fibrinogeno (mg/dl) 384±108 416±90* 535±127*,x

TNF-α (pg/ml) 13,9±4,7 23,3±7,5** 24,9±10,3**

IL-1β (pg/ml) 16,5±4,6 22,5±6,6* 23,6±4,6**

IL-6 (pg/ml) 199,3±62,8 266,4±76,6* 298,1±94,2**

CK (UI/l) 85,5±16,3 88,7±51,8 80,0±36,6
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ba disminuida (figura 1). Además, los pacientes LFFMI mostra-
ban una mayor expresión de IL-6 y de los factores de crecimiento 
IGF-1Ea y MGF que los restantes grupos (figura 2). Por otra par-
te, la expresión de IGF-1 en estos enfermos correlacionaba signi-
ficativamente o mostraba una fuerte tendencia a hacerlo tanto con 
la proporción de músculo anormal (r=0,691, p<0,01) como la 
expresión de los diferentes marcadores secuenciales de regenera-
ción (con Pax7, r=0,549, p<0,05; con Mif5, r=634, p<0,05; con 
miogenina, r=0,527, p=0,06; y con Mif6, r=0,502, p=0,07). 
   En cuanto a los niveles de las proteínas seleccionadas implica-
das en el proceso de regeneración muscular, en el grupo de pa-
cientes LFFMI se observaron niveles de MyoD y Miogenina simi-
lares a los de los otros grupos, pero con disminución de las iso-
formas de miosina perinatal (MyH8) y adultas (figura 3). En este 
mismo grupo de pacientes, los marcadores sistémicos de actividad 
inflamatoria correlacionaban con la cantidad de proteína de diver-
sas moléculas relacionadas con la regeneración muscular (datos 
no mostrados). 

Tabla 3. Características histopatológicas del músculo cuádriceps. 

Valores expresados como media  desviación estándar. Para abreviaturas ver tablas 
anteriores. Significancia estadística:  *, p 0,05, **, p 0,01, ***, p 0,001 entre 
cualquier grupo de pacientes con EPOC respecto al grupo control. x, p 0,05 entre 
pacientes EPOC NFFMI. 

Figura 1. Expresión relativa de los diferentes marcadores de miogénesis 
(ARNm) en el músculo cuádriceps. Para la inclusión de todos los marcado-
res en una misma escala, los valores se han normalizado. Abreviaturas: 
NFFMI, índice de masa corporal (IMC) e índice de masa libre de grasa 
(FFMI) dentro de la normalidad; LFFMI, IMC y FFMI reducidos; Pax7, 
paired box protein 7; MyoD, factor 1 de diferenciación; Myf5, factor mio-
génico 5; Myf6, factor miogénico 6; MyH8, isoforma perinatal de la mio-
sina (MyH8); MyHC, isoformas adultas de las cadenas pesadas de miosina. 
*, p<0,05, entre controles y alguno de los grupos con EPOC. x, p<0,05 
entre los grupos NFFMI y LFFMI. 

Figura 2. Expresión relativa de (a) diversos marcadores proinflamato-
rios y (b) diferentes moléculas clave en el mantenimiento de la masa 
muscular.  Para la inclusión de todos los marcadores en una misma esca-
la, los valores se han normalizado. Abreviaturas: TNF- , factor de ne-
crosis tumoral ; IL-1β, interleuquina 1β; IL-6, interleuquina 6; 
IGF-1Ea, isoforma estándar del factor de crecimiento similar a la insuli-
na; MGF: factor de crecimiento mecánico; IGF-1R, receptor específico 
para IGF-1. Resto de abreviaturas ver figura anterior. 

Figura 3. (a) Niveles proteicos de algunas moléculas clave en la miogéne-
sis en pacientes representativos de cada grupo. Para la inclusión de todas 
ellas en una misma escala, los valores se han normalizado. (b) Western 
blot de diversas proteínas seleccionadas en el estudio. Abreviaturas: 
GADPH, gluteraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; **, p<0,01, entre con-
troles y alguno de los grupos con EPOC. xx, p<0,01 entre los grupos 
NFFMI y LFFMI. Para el resto de abreviaturas ver figuras anteriores. 

Cultivos celulares 
- Propiedades mecánicas de las células (figura 4): Ni la persisten-
cia de trayectoria (datos no mostrados) ni la velocidad de migra-
ción celular fueron significativamente diferente entre los tres gru-
pos del estudio en ninguna de las diferentes condiciones evalua-
das, aunque se observó una cierta tendencia de las células de pa-
cientes LFFMI a ser más rápidas en sus desplazamientos, sobre 
todo en DM suplementado con HGF. Además, en condiciones de 
DM los miotubos de pacientes LFFMI mostraron mayor fuerza 
aplicada sobre el substrato que los de los otros dos grupos. No se 
observaron diferencias significativas entre los tres grupos respecto 
del tropismo de las células. Interesante señalar finalmente que en 
todos ellos, las células en fase de proliferación ejercieron más 
fuerza sobre el substrato que las ya diferenciadas.  
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Controles Pacientes con EPOC

NFFMI LFFMI

n=10 n=15 n=15

Características de las Fibras

Tipo I (%) 41±10 25±13** 24±9***

Tipo II (%) 59±10 75±13** 76±9***

Área de sección, fibras tipo I ( m2) 2839±233 2903±517 2285±372

Área de sección, fibras tipo II ( m2) 2736±529 2446±476 2058±382

Área global de todas las fibras ( m2) 2783±360 2532±352 2100±307

Estructura muscular

Àrea total de músculo anormal (%) 1.42±0.6 1.66±0.7 2.48±0.9**,x

Núcleos internalizaos (%) 1.0±0.5 1.04±0.8 1.84±0.8*,x

Fibras anormales+”inflamadas” (%) 0.01±0.02 0.24±0.34* 0.27±0.43*

Células Satélites (%) 1.73±0.87 1.83±0.96 2.83±1.25*,x
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- Proliferación: No se encontraron diferencias significativas en la 
capacidad de proliferación de los mioblastos entre los diferentes 
grupos del estudio (datos no mostrados). 
- Diferenciación: Tampoco se observaron diferencias en la expre-
sión génica ni de los diferentes biomarcadores secuenciales del 
proceso de regeneración, ni en los marcadores ligados al mante-
nimiento de la masa muscular o la inflamación entre los diferentes 
grupos del estudio (figura 5). En la misma dirección, y tras 72 h 
de inducción de la diferenciación, tampoco se observaron diferen-
cias significativas en la actividad de la CK. 

Figura 4. Características mecánicas de las células en cultivo: (a) MSD30, des-
plazamiento medio; (b) energía transmitida por la célula al substrato; (c) Fuer-
za de tracción ejercida por las células, el color indica la magnitud de dicha 
fuerza, de azul (menor intensidad) a rojo (mayor intensidad). Abreviaturas: 
PM, medio de proliferación; DM, medio de diferenciación; HGF, factor de 
crecimiento de los hepatocitos. 

DISCUSIÓN  
  Los principales y más novedosos hallazgos de este estudio son 
que las alteraciones en las fases finales del proceso de regenera-
ción muscular que se observan en pacientes con EPOC y baja 
masa magra, no han sido detectados en los cultivos celulares de 
sus células satélite. Estas se comportan como las de los sujetos 
sanos, tanto en sus propiedades mecánicas, como en su capacidad 
de proliferación y diferenciación. Por otro lado se confirma que 
estos pacientes presentan disfunción muscular periférica global, 
que se asocia a inflamación sistémica. Sus fibras son además de 
tamaño más reducido y muestran signos histológicos que sugieren 
la presencia de niveles incrementados de lesión y fases iniciales de 
regeneración muscular, lo que se acompaña de un número mode-
radamente aumentado de células satélites y de la activación de los 
programas de regeneración, que sin embargo y como se ha comen-
tado, parecen fracasar en su finalización. Todo ello  sugiere que la 
clave del fracaso de los mecanismos reparadores se halla en el 
microambiente tisular presente en los pacientes con EPOC y re-
ducción de su masa muscular y no en las propias células satélite. 
   Las alteraciones en la función y estructura musculares observa-
das en el presente estudio son consistentes con la literatura previa. 
En este sentido, numerosos artículos han reportado que los pacien-
tes con EPOC (sobre todo si se acompaña de masa corporal o 
muscular reducida) pueden mostrar una reducción en la fuerza de 
los músculos de diferentes territorios, lo que tiene indudables 
consecuencias sobre su capacidad de ejercicio, calidad de vida y 
mortalidad11,36-38. Con respecto a la estructura muscular, también 
existen numerosos trabajos que demuestran que en el cuádriceps 
de los pacientes con EPOC se produce un incremento en la pro-
porción de fibras de contracción rápida y poco resistentes a la 
fatiga39-41. En cuanto al área de sección fibrilar existe cierta con-
troversia. En general se acepta que se halla disminuida en sujetos 
con peso corporal o masa muscular reducidas18, aunque autores 
como Whittom et al. ha observado dicha disminución incluso en 
pacientes con peso corporal conservado39. El tipo fibrilar determi-
nante de la atrofia no está claro, para unos autores responde sobre 
todo a las de tipo I18 mientras que otros la atribuyen predominan-
temente a las de tipo II40. En el presente trabajo, se observado 
atrofia fibrilar sólo en los pacientes LFFMI, y tanto de las fibras 
tipo I como de las tipo II. Además, existía una relación significati-
va entre el tamaño de estas últimas y la fuerza del músculo. En 
este sentido, se sabe que tanto la reducción en la masa muscular 
general como la atrofia fibrilar son potenciales contribuyentes a la 
pérdida de función del músculo cuádriceps en pacientes con 
EPOC2,42.  

Figura 5. Expresión de diversos marcadores en los cultivos celulares tanto en fase proliferativa (a) como en fase de diferenciación (b). Para la inclusión de 
todos los marcadores en una misma escala, los valores se han normalizado. Abreviaturas, ver figuras anteriores. 
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   A nivel molecular, la pérdida de masa muscular y la atrofia fibri-
lar parecen relacionados con el desequilibrio entre la síntesis y la 
destrucción de proteínas12. Desde una óptica celular, se ha sugeri-
do que la atrofia depende en parte de un desequilibrio entre la 
presencia por un lado de daño muscular y actividad nuclear redu-
cida (ligada entre otros factores a la existencia de núcleos apoptó-
ticos en estos pacientes)15, y el fracaso de los mecanismos de 
regeneración muscular por otro18,43. Este último proceso depende 
de las células satélite y de la activación secuencial de una serie de 
factores reguladores de la miogénesis (MRFs). Las células satélite 
se hallan habitualmente en estado quiescente en el músculo esque-
lético, activándose ante determinados estímulos como el daño o la 
atrofia musculares. El primero puede aparecer en los pacientes 
con EPOC, tanto por efecto del tabaco, como por el ejercicio o 
factores ligados a la propia enfermedad44,45, mientras que el se-
gundo ha sido repetidamente reportado en subgrupos de pacientes 
con EPOC18,39,46,47. También algunos fármacos de uso frecuente 
en estos enfermos, como los esteroides, pueden activar los proce-
sos de regeneración48. Una vez activadas, las células satélite se 
diferencian y fusionan con las fibras dañadas o participan en la 
formación de nuevas fibras49. Aunque diversos autores han obser-
vado que el número de células satélite, claves para este último 
proceso, se halla conservado en los músculos de pacientes con 
EPOC, incluidos los que asocian bajo peso18,19,46,50,51, se ha des-
crito que dichas células se hallan en estado senescente y fracasan 
en su función regeneradora18,19. Esta última conclusión deriva 
fundamentalmente de los trabajos con pacientes con pérdida de 
peso o masa muscular, ya que diversos autores no hallan eviden-
cia de dicho fracaso en enfermos con masa muscular conserva-
da52,53. Por lo que hace a las células satélite y a la funcionalidad 
del programa de miogénesis, los resultados del presente trabajo 
son similares a los de otros autores, aunque las diferencias en 
parte de las metodologías y en los marcadores seleccionados no 
los hagan totalmente superponibles. Se confirma que el número de 
células satélite se halla conservado y que, en los sujetos con masa 
muscular reducida, estas células se hallan incluso incrementadas, 
siendo capaces de iniciar el proceso de regeneración (como indi-
can tanto la expresión de los marcadores biológicos más precoces 
como el mayor número de núcleos internalizados, un signo histo-
lógico de fusión reciente de células satélite con las fibras preexis-
tentes)19. Sin embargo, fracasan los estadíos terminales del proce-
so miogénico, tal como expresan diversos marcadores tardíos. 
Esto podría contribuir a la atrofia muscular que presentan muchos 
pacientes con EPOC. Por otra parte, el moderado aumento de 
células satélite observado en nuestros enfermos con LFFMI puede 
ser interpretado como un intento de respuesta proliferativa a los 
potenciales estímulos repetidos presentes en ellos. En estudios 
anteriores de nuestro grupo, utilizando microscopía electrónica, la 
técnica considerada gold standard para la identificación y el re-
cuento de células satélite, también se han observado ocasional-
mente incrementos en el número de estas células en los músculos 
de pacientes con EPOC54. Finalmente, las pequeñas discrepancias 
entre los niveles de los marcadores transcriptómicos y las corres-
pondientes proteínas, pueden reflejar una alteración de los meca-
nismos de regulación post-transcripcionales, probablemente pre-
sentes en el microambiente muscular de los pacientes con bajo 
peso55. 
   Los elementos más novedosos y potencialmente provocadores 
del presente estudio son los relativos a los cultivos celulares. Así, 
no fue posible encontrar diferencias ni en los marcadores molecu-
lares de proliferación ni en los de diferenciación entre  las células 
musculares procedentes de controles y de pacientes con EPOC, ni 
siquiera en el subgrupo LFFMI. El estudio de sus propiedades 
mecánicas, ligadas sobre todo a la migración pero también a la 
potencia contráctil, tampoco mostró deficiencias en las células de 
estos últimos. Es más, dichas células exhibían incluso una tenden-
cia a tener mayor velocidad de desplazamiento y sus miotubos 
ejercían mayor fuerza sobre el substrato que las de los restantes 
grupos. Este es además el primer estudio publicado en que se 
valoran las propiedades mecánicas ligadas a la migración de mio-
blastos en pacientes con EPOC, utilizando metodología cutting-
edge ligada al microscopio de tracción.  

   En contraste con los estudios anteriores, el presente trabajo in-
cluye un número elevado de sujetos con LFFMI, así como la eva-
luación de una serie completa de biomarcadores transcriptómicos, 
que alcanza los estadios finales (isoformas tanto perinatales como 
incluso adultas de MyHC). Esto se complementa con un método 
enzimático (actividad de la CK) y la determinación de niveles de 
proteínas seleccionadas para ser representativas de las diversas 
fases del proceso miogénico, con el fin de valorar también la even-
tual regulación post-transcripcional, que de existir podría modifi-
car las conclusiones. También se incluyen en el presente estudio 
marcadores de moléculas clave en la inflamación y en el mante-
nimiento de la masa muscular, lo que permite valorar sus relacio-
nes con la miogénesis.    
   Vistos en su conjunto, nuestros resultados parecen sugerir que la 
alteración en el proceso de regeneración muscular de los pacientes 
con EPOC y LFFMI, estaría inducido por factores externos locales 
y no por cambios permanentes en sus células satélite. Aparente-
mente, estos resultados estarían en discrepancia con algunas ob-
servaciones previas. En una de ellas, realizada en músculo, se 
demostró el acortamiento de telómeros como expresión de senes-
cencia celular en pacientes con EPOC18, un cambio que sería per-
manente y persistiría en los cultivos (aunque esto último no ha 
sido todavía demostrado). Entre las limitaciones del presente estu-
dio, debe reconocerse que no se ha evaluado la eventual senescen-
cia de las células satélite. En otro trabajo previo, realizado éste en 
cultivos celulares, se observó un incremento en algunos de los 
factores reguladores de miogénesis en las células procedentes de 
pacientes con EPOC (aunque sin distinción respecto al estado de 
su masa muscular)19. En nuestro estudio, dicho incremento no 
pudo observarse. Por otra parte, nuestros resultados coincide ple-
namente con un estudio muy reciente, en que se observó una proli-
feración y expresión de factores miogénicos similar en los cultivos 
de células satélite procedentes de enfermos con EPOC y de sujetos 
sanos, aunque algunos indicadores estructurales parecían indicar 
una fusión algo deficiente de los miotubos en los primeros20. 
   Como resultados complementarios, en el presente estudio se 
observaron algunos cambios en los marcadores inflamatorios 
musculares, con aumentos de la expresión de IL-6 y disminución 
en la de IL-1β en los pacientes LFFMI. No se observó correlación 
alguna entre los marcadores sistémicos y locales de inflamación, 
sugiriendo que ambos ámbitos no se hallan directamente relacio-
nados. La presencia y función de marcadores inflamatorios en los 
músculos de los pacientes con EPOC es un tema controvertido, ya 
que diversos autores han observado tanto incrementos, como au-
sencia de cambios o incluso disminución de estas 
substancias53,56-58. Aunque se sabe que tanto IL-6 como TNF-  
son capaces de activar la proliferación y diferenciación de las 
células satélite a través del aumento de nicotionamida n-metil-
transferasa (NNMT), el incremento de la expresión de la primera 
de estas citoquinas en las muestras de los pacientes LFFMI del 
presente estudio no proporcionó una correcta finalización de la 
miogénesis59. 
   Respecto de las moléculas ligadas a la regulación de la regene-
ración muscular en el medio tisular60-63, hemos observado una 
sobreexpresión, tanto de IGF-1Ea como de MGF en los pacientes 
LFFMI, lo que podría indicar un intento de superar el efecto de los 
factores con efecto deletéreo. ¿Cuáles podrían ser dichos factores? 
Modelos experimentales han demostrado que tanto moléculas 
proinflamatorias como algunos fármacos beta-agonistas y los este-
roides son capaces de dificultar la proliferación y diferenciación 
miogénica de las las células satélite64-66. Estudios muy recientes de 
nuestro grupo en muestras de pacientes con exacerbación parecen 
apuntar en la misma dirección (datos no publicados). Además, las 
correlaciones positivas detectadas en el presente estudio entre la 
expresión de IGF-1Ea, tanto con el marcador histológico de lesión 
como con la mayoría de los marcadores miogénicos refuerzan el 
papel de este factor de crecimiento en la respuesta al daño y en la 
regulación de la capacidad de regeneración del músculo en los 
pacientes. El tema de la expresión de los factores de crecimiento 
en el músculo de dicha población es también un tema controverti-
do, ya que algunos autores han reportado resultados similares a los 
del presente estudio58,67, relacionándolos con la infraregulación de 
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MiR-1, mientras que otros han observado disminución de estos 
factores en el músculo de los pacientes con EPOC56,68.  
   Deben considerarse algunas limitaciones del presente estudio, 
así como sus principales fortalezas. Entre las limitaciones, cabe 
mencionar la relativa elevada variabilidad de los análisis de ex-
presión génica. Por otra parte, y como ya se ha mencionado, el 
tamaño de las muestras musculares no permitió extender el análi-
sis de los niveles proteicos a todas las proteínas en las que sí se 
disponía del nivel de transcriptoma. Finalmente, el diseño trans-
versal del estudio no permite establecer relaciones de tipo causa-
efecto. En gran parte, estas limitaciones son inherentes a las pro-
pias técnicas y a las consideraciones éticas de los estudios en 
humanos. Las principales fortalezas del estudio son la inclusión 
de un número suficiente de pacientes LFFMI y con atrofia muscu-
lar, ya que esta es precisamente la población diana en que tiene 
mayor interés estudiar la regeneración muscular, y la evaluación 
conjunta de función muscular, fenotipo y alteraciones histológicas 
de las fibras, densidad de células satélite, expresión muscular de 

marcadores inflamatorios y factores de crecimiento, y expresión 
paralela en músculo y cultivos celulares de un amplio abanico de 
factores de miogénesis. Esto ha permitido también analizar las 
interelaciones entre todas estas variables. Finalmente, este es el 
primer estudio en que se analizan las propiedades mecánicas de las 
células satélite y los miotubos, no sólo de pacientes con EPOC 
sino de seres humanos en general. Esto último ha permitido cono-
cer la mayor fuerza de tracción desarrollada por dichas células en 
las fases de proliferación. 
   En conclusión, el proceso de regeneración muscular se halla 
alterado en sus fases finales en el músculo cuádriceps de los pa-
cientes con EPOC, LFFMI y atrofia fibrilar. Nuestros resultados 
indican que dicha alteración parece depender fundamentalmente 
de factores presentes en el propio paciente, ya que dichas altera-
ciones no se han podido observar en las células satélite una vez 
cultivadas. Si estos resultados se confirman abrirían las puertas a 
la futura identificación y eventual neutralización terapéutica de 
dichos factores en los pacientes con EPOC. 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4.4. Estudio 4

Inflamación y Estrés Oxidativo en los músculos respiratorios y periféricos 
de pacientes con sepsis grave

En modelos animales de sepsis se ha demostrado que existe estrés oxidativo en 
músculos esqueléticos. En pacientes con dicha entidad sólo existen estudios 
realizados en músculos de extremidades o no ventilatorios.

Hipótesis del Estudio 4

La inflamación y el Estrés Oxidativo están aumentados en los músculos respiratorios 
y periféricos en pacientes con sepsis.

Objetivo del Estudio 4

En pacientes con sepsis grave en estadios precoces, determinar los niveles de estrés 
oxidativo e inflamación en sus músculos intercostal externo y vasto lateral, así como 
las posibles alteraciones estructurales.
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4.5. Resumen de Resultados

4.5.1. EPOC- Inflamación crónica de baja intensidad.

Estudio 1

En situación basal:

• Se confirma que los músculos de los pacientes con EPOC muestran signos de
lesión y estadíos iniciales de reparación.

• Diversos índices de estrés oxidativo, así como la expresión del enzima
antioxidante	Mn-SOD	eran	 superiores	 en	 el	músculo	 cuádriceps	 respecto	del
intercostal.

Tras 10 semanas de entrenamiento y respecto a la situación basal, en los pacientes 
con EPOC: 

• Se observó un incremento de la distancia caminada en el test de la marcha.

• Presentaron una mejoría significativa de la carga máxima tolerada y del consumo
de oxígeno (VO2) en la prueba de esfuerzo cardiopulmonar.

• Mostraron mejor puntuación en los cuestionarios de calidad de vida (SGRQ y
SF-36).

• No se observaron diferencias significativas en ninguno de los índices de estrés
oxidativo analizados.

• No se observaron diferencias en la composición fibrilar ni en las alteraciones
estructurales musculares sugestivos de daño/reparación.
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Estudio 2 

• El porcentaje de fibras de tipo II y la presencia de un viraje fibrilar hacia fibras de 
tipo II se asocian a un incremento de la mortalidad en pacientes con EPOC que 
tenían un FEV1 inferior al 50%. 

Estudio 3

• Los pacientes con EPOC presentaron disfunción muscular y un descenso en la 
distancia caminada en la prueba de marcha de 6 minutos y un descenso de la 
fuerza del cuádriceps, siendo este descenso mayor en aquellos pacientes con 
EPOC y bajo peso. 

• En pacientes con EPOC con y sin bajo peso se observó un mayor porcentaje de 
fibras de tipo II. Por otra parte, en el grupo de pacientes con EPOC y bajo peso, 
se observó una área de corte transversal de las miofibras inferior al resto de 
grupos (atrofia). 

• En ambos grupos de pacientes con EPOC se observó un aumento de signos 
indirectos de daño muscular (fibras inflamadas y fibras anormales/inviables), en 
el porcentaje de nucleos internalizados y de células satélite en el músculo. 

• En el músculo cuádriceps de los pacientes con EPOC y bajo peso se observó un 
incremento en la expresión de los genes de PAX7, MYOG y MYF6 (fases iniciales 
de la regeneración muscular), pero  un descenso en la expresión de los genes de 
MYH8 y correspondientes a la Miosina Adulta (que intervienen en las fases finales).

• En el tejido muscular se observó también un incremento significativo de la 
expresión	de	IL-6	y	una	sobreregulación	de	la	expresión	de	IGF-1	y	MGF	en	los	
pacientes con EPOC y bajo peso respecto del resto de grupos.

• Los niveles de proteínas implicadas en el proceso de regeneración en el músculo 
cuádriceps, se mantuvo un perfil similar al de los transcriptomas, con un descenso 
en los niveles relativos de la Miosina neonatal (MyH8) (fases finales del proceso) 
en el grupo de pacientes con EPOC y bajo peso respecto el resto de grupos. 

• En los cultivos primarios, no se observaron diferencias significativas en la capacidad 
de migración, de proliferación ni en la capacidad de diferenciación. Tampoco se 
observaron diferencias en la expresión de genes clave de regeneración muscular 
entre los grupos de estudio.

4.5.2. SEPSIS- Inflamación aguda de elevada intensidad.

Estudio 4

En el músculo intercostal externo de pacientes con Sepsis:

• No se observaron diferencias significativas con los controles para los niveles de 
estrés oxidativo (proteínas oxidadas y nitradas).

• Se	observó	un	incremento	en	los	valores	de	ARNm	del	TNF-α	y	sus	receptores	
(RI	y	RII),	IL-1β,	IL-6	y	el	marcador	CD18.

En el músculo cuádriceps de pacientes con Sepsis:

• Se observó un incremento de grupos carbonilos y aductos proteicos de HNE, así 
como en los valores de proteínas nitradas.

• Mostraron	un	aumento	en	la	expresión	de	TNF-α	y	sus	receptores	(RI	y	RII),	IL-1β,	
IL-6	y	el	marcador	CD18.
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5. Discusión
La presente tesis doctoral confirma que existen una serie de alteraciones biológicas 
relevantes en los diversos grupos musculares de pacientes, tanto con EPOC como 
con sepsis. Estas alteraciones afectan en algunos casos a músculos respiratorios y 
a músculos periféricos, sugiriendo factores causales fundamentalmente sistémicos. 
En otras ocasiones, por el contrario, los hallazgos son particulares para cada uno 
de dichos grupos musculares, lo que sugiere una causa de índole más local. Los 
hallazgos más relevantes se discuten a continuación. De hecho, ahondar en las 
causas y consecuencias de la alteración muscular respiratoria y periférica en estos 
dos modelos de enfermedades inflamatorias es el principal elemento común de los 
diversos estudios que conforman esta tesis doctoral.

5.1. Aportaciones

Por lo que respecta a la EPOC en particular, las alteraciones en la biología del 
músculo	 incluyen	en	primer	 lugar,	 y	 como	ya	es	 conocido	 (57,	59,	111,	113,	199-
201), cambios en los porcentajes fibrilares del músculo cuádriceps, que pasa a 
tener mayor número de fibras de metabolismo predominantemente anaeróbico. 
Por primera vez se demuestra, con población procedente de diversos países, que la 
intensidad de dicho cambio es un marcador de mortalidad en estos pacientes, de 
forma independiente a otros factores (estudio 2). 

Por otra parte, nuestro estudio también confirma que los mencionados cambios 
fibrilares se acompañan de estrés oxidativo, lesión estructural e inicio de regeneración 
muscular	(estudios	1	y	3)	(57-59,	129,	135,	172,	201-210).	Aunque	no	se	incluyó	en	
la versión final publicada del estudio 1 (ver tabla 4  en el Addendum a Resultados 
del estudio 1), y también como elemento novedoso, diversos índices de estrés 
oxidativo,	así	como	la	expresión	del	enzima	antioxidante	Mn-SOD	eran	superiores	
en el músculo cuádriceps respecto del intercostal. Esto sugiere que factores 
locales, quizás relacionados con la actividad de cada músculo, puedan actuar como 
moduladores del estrés oxidativo local, lo que a su vez puede parcialmente explicar 
la diversidad fenotípica en los músculos de estos pacientes.

Como se ha mencionado, la presente tesis también demuestra que los signos de 
lesión coexisten con la activación del programa de regeneración muscular a nivel 
del cuádriceps, pero fracasan parcialmente en los estadios finales de la miogénesis 
en pacientes con masa muscular reducida (estudio 3). Sin embargo, y como 
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muestran los resultados obtenidos in vitro, dichas alteraciones no se mantienen al 
aislar las células satélite del microambiente del paciente. Este es el primer estudio 
que demuestra que la alteración en la miogénesis de los músculos periféricos de 
pacientes con EPOC (elemento que sí había sido observado por autores previos), 
parece depender de factores presentes en el propio enfermo, y no de cambios 
permanentes en sus células regeneradoras del músculo. Si en estudios futuros es 
posible identificar dichos factores, ello podría abrir nuevas vías de tratamiento en la 
atrofia y la disfunción musculares asociadas a la EPOC.

Si nos centramos en los resultados del entrenamiento en los pacientes con EPOC 
(estudio 1, fase longitudinal), sorprende que a pesar de que la terapia aplicada 
puede considerarse como de elevada intensidad, no se produjeron cambios 
biológicos relevantes, aunque sí una mejoría en algunos outcomes clínicos. Es 
decir, no aumentó el nivel de estrés oxidativo o los signos de lesión/regeneración 
muscular en ninguno de los dos músculos. Debe señalarse que este es también 
el primer artículo en que se valoran los signos de lesión y regeneración (análisis 
histológico) tras el entrenamiento de pacientes con EPOC. La sorprendente falta de 
cambios biológicos puede responder a diversas razones. Por un lado, la adecuada 
duración del programa de rehabilitación, que se ha visto que neutraliza los efectos 
deletéreos del ejercicio intenso (173). Esto podría explicar la ausencia de aumento 
de estrés y de daño tisular, pero es más difícil de aceptar para la falta de cambios 
en las proporciones fibrilares. Existen dos explicaciones alternativas, que encajarían 
mejor con nuestros resultados. O bien la combinación de elementos aeróbicos y 
anaeróbicos en el entrenamiento produjo un resultado bidireccional, mútuamente 
neutralizante	de	los	efectos;	o	bien	la	gravedad	de	los	pacientes	permitió	conseguir	
sólo un cumplimiento suficiente para el condicionamiento cardiovascular (mejoría 
en la capacidad de ejercicio) pero no para el muscular. 

Respecto de la sepsis (estudio 4), que supone un modelo mucho más agudo e intenso 
de cascada inflamatoria que la EPOC, nuestro estudio demuestra que se produce 
un intenso incremento en el estrés oxidativo, pero que éste se limita al músculo 
periférico. Esto sugiere la modulación de la agresión inflamatoria sistémica por 
factores locales, probablemente la actividad muscular (cabe pensar que disminuida 
en el cuádriceps y elevada en el músculo respiratorio durante la sepsis). Por otra 
parte, los componentes celulares ligados a la inflamación en el propio músculo, no 
mostraron cambios ni en el el cuádriceps ni en el intercostal, contrastando con el 
intenso incremento de varias de las principales citoquinas proinflamatorias y sus 
receptores en ambos músculos. Esta es la primera vez que se dispone de datos 
musculares de los grupos respiratorio y periférico en pacientes con sepsis, y los 

resultados pueden también ser potencialmente útiles en la búsqueda de nuevos 
elementos para la terapia (p.e. movilización precoz de músculos periféricos, uso de 
esteroides sistémicos o terapias biológicas en la fase más aguda de la enfermedad). 
Como ya se ha comentado, la miopatía y neuromiopatía del paciente crítico son 
un grave problema en las unidades de cuidados intensivos, y condicionan la vida 
del paciente tras el alta. Estas entidades limitantes derivadas de la sepsis y sus 
circunstancias asociadas son de origen multifactorial, pero uno de sus elementos 
principales es la infección/inflamación, siendo insuficientes los tratamientos 
actuales.

5.2. Relevancia de este tipo de estudios

Como se ve, la afectación funcional del músculo esquelético está presente de forma 
importante	tanto	en	los	pacientes	con	EPOC	(88,	100-102)	como	en	los	aquejados	de	
sepsis (177, 179, 181). La importancia fundamental de los diversos estudios incluidos 
en la presente tesis es la identificación y mejor conocimiento de los fenómenos 
biológicos que subyacen a la disfunción muscular en estas dos entidades. Dicho 
conocimiento puede permitir tanto obtener marcadores biológicos de afectación o 
pronóstico, como orientar hacia nuevas terapias para dicha disfunción.

5.3. La EPOC, una inflamación crónica de baja intensidad

La disfunción de la musculatura periférica y la limitación funcional  en la EPOC son 
hallazgos	 coherentes	 con	 la	 literatura	previa.	 En	este	 sentido,	 ya	Gosselink	 et	 al.	
observaron un descenso de la capacidad de ejercicio y en la fuerza del diversos 
músculos (cuádriceps, grupo prensil de la mano, grupos inspiratorio y espiratorio) en 
pacientes	con	EPOC	(102,	107).	Esto	es	debido	a	diversos	factores;	unos	sistémicos,	
que afectan a todos los grupos musculares, y otros locales, que modulan los diversos 
fenómenos en cada grupo o músculo. Entre los primeros está la pérdida de peso 
y masa muscular, que por sí mismas ya empeoran el pronóstico vital del paciente 
(91, 108, 122), como sucede también con la propia disfunción muscular periférica 
(124). Esta es una de las razones de haber incluido pacientes con y sin pérdida de 
peso y masa muscular en el estudio 3, ya que los mecanismos biológicos presentes 
en sus músculos podrían ser diferentes, como confirman nuestros resultados. Por 
otra parte estábamos muy interesados en conocer los mecanismos celulares de la 
atrofia muscular que presentan estos enfermos. Hoy en día parece claro que los 
mecanismos moleculares y metabólicos pasan por un desequilibrio entre la síntesis 
y la pérdida de proteínas, inducido por diversos factores catabólicos (39, 46, 51, 85, 
211). Sin embargo, el tema de los mecanismos celulares no es tan claro, en especial 
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por lo que hace al estado de la regeneración. Se sabe que existe apoptosis y por 
tanto, “insuficiencia nuclear” (término que quiere indicar déficit en su misión de 
inducir la síntesis de proteínas) y lesión en diversas estructuras, pero es todavía 
poco conocido el estado de los mecanismos reparadores. Nuestro estudio confirma 
la puesta en marcha de los programas de regeneración (hay un adecuado número 
de células satélite, que además se activan como muestran tanto la presencia de 
nucleos internalizados como de marcadores transcriptómicos precoces) (131, 132). 
Sin embargo, la ejecución de dichos programas parece fracasar en las fases finales 
(132), lo que explicaría en parte el fenotipo ineficiente de los músculos periféricos en 
los pacientes EPOC con baja masa muscular. Como ya se ha mencionado, pequeñas 
diferencias con otros autores en la expresión de uno u otro marcador probablemente 
dependan de las metodologías empleadas. En la presente tesis doctoral se han 
explorado también elementos no estudiados en estudios previos, como es el caso de 
las relaciones entre el programa de miogénesis y tanto los factores de crecimiento 
más importantes implicados en el mantenimiento de la masa muscular (212, 213), 
como las principales citoquinas proinflamatorias, observándose que existe una 
sobreexpresión de diversos de estos últimos marcadores, que además muestran una 
relación positiva con la miogénesis. Respecto a los factores de crecimiento, nuestros 
resultados son similares a los de diversos estudios previos (200, 214), aunque están 
en desacuerdo con lo observado por otros grupos, que han reportado una menor 
expresión en el músculo de pacientes con EPOC y pérdida de peso (212, 215, 216). 
En cuanto a las citoquinas proinflamatorias se discute un poco más adelante. Cabe 
mencionar aquí que nuestro propósito inicial era estudiar también los mecanismos 
de lesión y regeneración en el principal músculo respiratorio, el diafragma, pero 
lamentablemente dificultades importantes en el cultivo de sus células satélite han 
impedido la inclusión de dichos resultados en la presente tesis doctoral. 

Por otra parte, nuestros estudios confirman una serie de fenómenos conocidos en 
la biología de los músculos de los pacientes con EPOC. Es el caso de la composición 
fibrilar, con adaptaciones divergentes en músculos periféricos y respiratorios. En los 
primeros sobre todo, es bien conocido el incremento en el porcentaje de fibras de tipo 
II	(57,	111,	113,	199-201),	poco	resistentes	a	la	fatiga	pero	de	contracción	más	potente.	
Cabe destacar que nuestro hallazgo con otros grupos europeos de este viraje en el 
fenotipo fibrilar se asocia a un incremento en la mortalidad en los pacientes graves 
o muy graves. La relación entre la atrofia o la disminución de la fuerza muscular con 
la mortalidad se había demostrado previamente en pacientes con EPOC (124, 160), 
pero no se conocía que lo mismo sucede con los porcentajes fibrilares. El tamaño de 
las fibras musculares también se halló disminuida en los pacientes con EPOC y bajo 
peso, en consonancia con diversos estudios previos (108, 109, 111, 112). En cuanto a 

los intercostales externos, se ha observado en la presente tesis una ligera tendencia 
a tener incrementado el porcentaje de fibras aeróbicas. Esta adaptación, similar a 
la que se ha observado en el diafragma (217), no sorprende si se considera que este 
músculo participa activamente en la inspiración de los pacientes con EPOC (46, 51, 
85). En ellos el diafragma se halla en una deficiente disposición para cumplir con su 
cometido como principal músculo inspiratorio. Finalmente, y también relacionado 
con la histología, nuestros resultados en los estudios 1 y 3 confirman la presencia 
de signos indirectos de daño muscular, en línea también con estudios precedentes 
del grupo (207). 

En cuanto a los fenómenos de estrés oxidativo e inflamación, además de las 
aportaciones novedosas antes comentadas, los presentes estudios confirman 
hallazgos anteriores, fundamentalmente de nuestro propio grupo. Así, el 
desequilibrio entre elementos oxidantes y antioxidantes se halla roto en los músculos 
respiratorios y periféricos de los pacientes con EPOC a favor de los primeros, 
encontrándose evidencias de estrés (8, 27, 55, 59, 88, 90, 133, 205, 206, 210, 218). 
Por otra parte, en uno de los estudios incluidos en la presente tesis se confirma que 
existen algunos cambios en la expresión de citoquinas en el músculo cuádriceps 
de los pacientes. Como ya se ha mencionado anteriormente, existe debate en la 
literatura respecto de dicha expresión, y así existen trabajos que han demostrado 
tanto aumento como ausencia de cambios o disminución en dicha expresión (58, 
196, 200, 215). Probablemente estas diferencias se deban tanto al estudio de 
poblaciones con características diversas, como a las metodologías empleadas. 
Sin embargo, el estudio más extenso, que incluyó enfermos de España, Holanda y 
Reino Unido, concluyó que dicha expresión estaba fundamentalmente conservada 
o disminuida en el cuádriceps de los pacientes sin bajo peso (58). Dicho trabajo dio 
pie a un editorial sobre las diversas propiedades deletéreas y positivas (estas últimas 
básicamente ligadas a la regeneración) de las citoquinas en el músculo.

Finalmente, hemos observado los efectos del ejercicio intenso en un programa de 
entrenamiento de duración suficiente, confirmando como ya se ha dicho las mejoras 
en outcomes generales, aunque sin poder observar modificaciones en la biología del 
músculo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos (193), 
aunque difieren de los observables cuando el programa es excesivamente corto, o se 
trata de ejercicios intensos pero esporádicos en enfermos no entrenados. En estos 
casos sí se produce un incremento en la producción de oxidantes, con descenso 
significativo de la capacidad antioxidante en el músculo cuádriceps de los pacientes, 
sin	mejoría	clínica	significativa	(81,	164-166).	
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5.4. SEPSIS- Inflamación aguda de elevada intensidad

Se confirma el incremento de marcadores de estrés oxidativo e inflamación en 
los músculos periféricos de pacientes con sepsis grave respecto, a la vez que por 
primera vez se muestran resultados que indican lo que realmente sucede en un 
músculo respiratorio de pacientes con sepsis en condiciones clínicas. En concreto, 
no aparece estrés oxidativo, aunque sí una expresión aumentada de diversos 
marcadores proinflamatorios. La ausencia de estrés oxidativo en el intercostal no 
era previsible dados los resultados previos en modelos animales. A través de dichos 
modelos se sabía de la presencia de marcadores de estrés oxidativo y nitrosativo 
en el diafragma séptico, y que éstos desempeñan un papel clave en el deterioro 
de	 la	 contracción	 muscular	 (55,	 56,	 219-221).	 Probablemente	 esto	 último	 sea	
consecuencia de la alteración de diversas estructuras y enzimas clave en el desarrollo 
de dicha función. Es el caso de la oxidación de la la actina, la creatinaquinasa, y otras 
enzimas clave en la glucólisis o en la síntesis de ATP (56). Como se ha mencionado, 
es posible que nuestros resultados se deban en parte a la diferente actividad de 
cada músculo en el paciente con sepsis. Como músculo auxiliar de la ventilación, el 
intercostal probablemente desarrolló contracciones de baja intensidad, que podrían 
haber desempeñado un papel “protector”, previniendo el incremento de especies 
reactivas. Por el contrario, se sabe también por modelos animales que el diafragma se 
ve obligado a desarrollar contracciones musculares intensas y repetidas en la sepsis, 
que sí estimularían dicho incremento, explicando los resultados allí observados 
modelos	 (81,	 170-172).	 Cabe	 pensar	 que	 el	 cuádriceps,	 por	 el	 contrario,	 se	 halle	
bastante inactivo en un sujeto séptico, siendo conocido el efecto favorecedor 
de la inactividad en el desarrollo de estrés (222). En cuanto al incremento en la 
expresión de la citoquinas proinflamatorias en ambos músculos, pero sin cambios 
en las células homónimas, probablemente se explique por la síntesis de las primeras 
en las propias fibras musculares. Estos resultados están en la misma línea que 
los publicados previamente en modelos animales de endotoxemia (180, 223). El 
aumento observado en la expresión de citoquinas proinflamatorias en los músculos 
podría contribuir a la disfunción ventilatoria y muscular periférica que aparece a 
las pocas horas de evolución del cuadro séptico. Como se ha mencionado, dicha 
disfunción tiene efectos muy deletéreos sobre el pronóstico vital o la la posterior 
eventual recuperación del paciente, una vez superado el episodio agudo de sepsis. 
Finalmente, no sorprende la ausencia de cambios en la estructura muscular de los 
pacientes, ya que de ocurrir probablemente precisan de una mayor evolución de la 
enfermedad. Nuestro propósito era estudiar precisamente los cambios biológicos 
más precoces que ocurren en el músculo.

Deben considerarse algunas limitaciones generales en los diferentes estudios que 
se incluyen en la presente tesis doctoral. En primer lugar, el número relativamente 
pequeño de sujetos incluidos en los estudios 1, 3 y 4, y la alta variabilidad de algunos 
análisis moleculares pueden haber limitado parcialmente el poder estadístico de 
la investigación. Sin embargo estas limitaciones son o inherentes a las técnicas 
empleadas o a ser estudios con las restricciones lógicas a estar realizados con 
pacientes.

En segundo lugar, el diseño transversal de tres de los estudios limita la capacidad de 
establecer	relaciones	causa-efecto.	Nuevamente,	existen	limitaciones	características	
de estudios invasivos en seres humanos. Sin embargo, sí han permitido establecer 
asociaciones. Por otra parte, la determinación de biomarcadores cuya aparición 
es seriada y la complementación con cultivos celulares en uno de los estudios 
incluidos, permiten especular razonablemente con la secuencia temporal de eventos 
miogénicos. 

En el primer estudio, una importante limitación fue la falta de grupo control. Sin 
embargo, la necesidad de realizar biopsias repetidas y tanto de músculo periférico 
como torácico no permitió conseguir el permiso del comité ético. 

Cabe señalar que en el trabajo de sepsis todos los pacientes eran de sexo femenino. 
Este hecho es atribuible al azar, como consecuencia de su reclutamiento de forma 
consecutiva, sin tener en cuenta el sexo. De todos modos, pensamos que este factor 
no ha tenido gran repercusión en los resultados del estudio, dada la edad de las 
enfermas y el sexo femenino de todos los sujetos control.

Por último, dada la limitada muestra disponible en las biopsias musculares, algunas 
técnicas que hubiesen sido complementarias, o la determinación de niveles de 
proteínas adicionales de interés no fueron posibles. Nuevamente, se trata de 
limitaciones intrínsecas a estudios invasivos en seres humanos, que condicionan el 
tamaño de las muestras biológicas.
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6. Conclusiones

1  Existe una evidencia sólida sobre la presencia de alteraciones biológicas 
musculares	 tanto	 en	 los	 pacientes	 con	 EPOC	 (inflamación	 crónica	 de	 baja	
intensidad), con y sin masa muscular reducida, como en los pacientes con 
Sepsis grave. 

2  En	el	caso	de	los	pacientes	con	EPOC,	se	confirma	la	presencia	de	cambios	en	
el	 fenotipo	 fibrilar	 del	músculo	 cuádriceps,	 que	 se	muestran	 predictivos	 de	
mortalidad.

3  También	 se	 confirma	 la	 presencia	 de	 daño	 y	 estrés	 oxidativo	 en	 músculos	
periféricos y respiratorios de los pacientes, así de como de lesión estructural, 
incremento en la expresión de factores de crecimiento, cambios en la expresión 
de	citoquinas	inflamatorias,	número	adecuado	de	células	satélite		y	activación	de	
los programas de regeneración en los primeros. Sin embargo, en los pacientes con 
masa	muscular	reducida	parecen	fracasar	los	estadios	finales	de	la	miogénesis.

4  El	mencionado	fracaso	no	se	mantiene	en	los	cultivos	de	sus	células	satélite,	lo	
que parece indicar que responde a factores presentes en el propio paciente.

5  Un entrenamiento con ejercicio intenso y duración adecuada es capaz de 
inducir la mejoría clínica del paciente, sin provocar fenómenos deletéreos en 
el	músculo	esquelético.

6  En los enfermos con sepsis grave en fase precoz se produce un aumento en la 
expresión	 de	 citoquinas	 proinflamatorias	 tanto	 en	 sus	músculos	 respiratorios	
como periféricos. Sin embargo, sólo los segundos muestran signos de estrés 
oxidativo.	 Ambos	 fenómenos	 biológicos	 podrían	 estar	 implicados	 en	 la	
disfunción muscular presente en la sepsis, siendo las diferencias entre ambos 
grupos	musculares	probablemente	atribuibles	a	la	actividad		de	cada	uno	en	las	
horas previas.
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7. Perspectivas de futuro

En la actualidad se están llevando a cabo varios estudios como evolución de los 
resultados de los estudios que se incluyen en la presente Tesis doctoral. En 
primer	lugar,	el	hallazgo	de	que	existe	una	alteración	en	el	proceso	de	reparación-
regeneración muscular en los pacientes con EPOC con el potencial regenerativo de 
las células satélite preservado nos indica que dicha alteración podría encontrarse 
en el microambiente muscular. Así, se están llevando a cabo cultivos celulares de 
mioblastos expuestos a suero obtenido tanto de sujetos sanos, como de pacientes 
con EPOC estable y enfermos con exacerbación de su enfermedad. Cabe destacar 
que recientemente hemos hallado un bloqueo en el proceso de diferenciación 
de los mioblastos sometidos a suero de pacientes con EPOC agudizada (224). En 
la actualidad se está definiendo también el papel de los corticosteroides en estos 
hallazgos, puesto que también hemos observado que la metilprednisolona aplicada 
directamente sobre los cultivos celulares en concentraciones estándar, produce 
efectos similares a los del suero de pacientes exacerbados. 

Como ya se ha mencionado, se hallan en fase final los estudios de cultivos de 
mioblastos obtenidos del diafragma de pacientes y de sujetos control (función 
pulmonar normal), que permitirán elucidar cuál es el estado de la regeneración 
muscular en dicho músculo.

Por otra parte, en la actualidad también se está valorando la utilidad de la saturación 
tisular de oxígeno (StO2) en el manejo y el pronóstico de pacientes con agudización 
de su EPOC y de pacientes con Sepsis. En este sentido, hemos observado que 
los pacientes con EPOC muy grave (GOLD IV) presentan unos niveles de StO2 en 
el músculo intercostal inferiores a los del grupo control, y que se correlacionan 
significativamente con la carga máxima tolerada en la prueba incremental de cargas 
inspiratorias.
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9. Addendum

Aprovechando la revisión bibliográfica realizada para la introducción de la presente 
Tesis Doctoral, se ha aceptado para su publicación en 2015 el artículo de revisión 
titulado “Muscle dysfunction in COPD: Update on causes and biological findings”



Gea J, Pascual S, Casadevall C, Orozco-Levi M, Barreiro E. Muscle 
dysfunction in chronic obstructive pulmonary disease: update on causes 
and biological findings. J Thorac Dis. 2015 Oct;7(10):E418-E438

http://www.jthoracdis.com/article/view/5125/5568
U16319
Rectángulo
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