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a Viviana ...

“..Y si el rio se lleva el puente,
busco otro modo de verte,
porque pa’l carino mio,

nada importa un rio crecio’...”

La Creciente del Cesar
de Rafael Escalona Martinez,

Juglar del folklore del Caribe Colombiano.

“...You may say I’'m a dreamer
but ’'m not the only one...”
Imagine by John Lennon
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ABREVIATURAS

1-RM: Técnica de una repeticion maxima.

10-RM: Método de diez repeticiones maximas.
5-RM: Método de cinco repeticiones maximas.
ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADP: Adenosin difosfato.

AMS: Estimulacion Magnética Anterior, del inglés
Anterior Magnetic Stimulation.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: acido ribonucleico mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato.

ATS: Sociedad Americana del Torax, del inglés
American Thoracic Society.

BAMPS: Estimulacion Magnética Bilateral Anterior del
Nervio Frénico, del inglés Bilateral Anterior Magnetic
Phrenic Stimulation.

CMS: Estimulacion Magnética Cervical, del inglés
Cervical Magnetic Stimulation.

COPD: Chronic Obstructive Pulmonary Disease.
COX: Citocromoxidasa.

DALY’s: suma de afios pérdidos debido a mortalidad
prematura y afos vividos en discapacidad, ajustados
por gravedad, del inglés Disability Adjusted Life Year.
DL.,: Capacidad de difusion del mondxido de carbono,
del inglés diffusing capacity of the lung.

DQp1: Alelo del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il

EEUU: Estados Unidos de América.

E,.u: Energia almacenada.

Ef: Eficiencia.

E, s Energia liberada.

ELISA: Inmunoensayo enzimatico, del inglés Enzyme
Linked Inmmunosorbent Assay.

EMG: Electromiografia.

ENIGMA: European Network for Investigating the
Global Mechanisms of Muscle.

ERS: Sociedad Respiratoria Europea, del inglés
European Respiratory Society.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.
FEV,: volumen espiratorio forzado en el primer segundo,
del ingles Forced Expiratory Volume in one second.
FEV,/FVC: Cociente respiratorio.

fEMG: Frecuencia mediana en la electromiografia.

FUCAP: Fundacio Catalana de Pneumologia.

FVC: capacidad vital forzada, del inglés Forced Vital
Capacity.

GBD: Carga Global de la Enfermedad, del inglés Global
Burden Disease.

H/L: indice de frecuencias altas/bajas medidas mediante
EMG, del ingles high-to-low frequency ratio (H/L).

HK: Hexoquinasa, del inglés Hexokinase.

HLA: Antigeno de Leucocitos Humanos, del inglés
Human Leukocite Antigen.

ICFES: Instituto Colombiano para el Fomento de la
Educacion Superior.

IL-1B: Interleucina 1 beta.

IL-6: Interleucina 6.

IL-10: Interleucina 10.

IMC: indice de Masa Corporal.

IMIM: Institut Municipal d’Investigacic Medica.

K.o: Coeficiente de transferencia del mondxido de
carbono.

LDH: Deshidrogenada lactica, del inglés Lactic
Dehydrogenase.

MHC: Cadena pesada de la miosina, del inglés Myosin
Heavy Chain.

MMD: Masa muscular del diafragma.

MMR: indice de relajacion maxima, del inglés
Maximum Relaxation Rate.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAS: Tincion de Acido Periodico Schiff, del inglés
Periodic Acid Schiff.

Pdi: Presion transdiafragmatica.

Pdi,,,: Presion transdiafragmatica maxima.

Pdi,,.., maier: Presion transdiafragmatica maxima,
durante una maniobra de inspiraciéon forzada contra la
via aérea cerrada.

Pdi,,., s Presion transdiafragmatica méaxima, durante
una maniobra de aspiracién nasal.

Pdi,., .0t Presion transdiafragmatica maxima, durante
una maniobra de inspiracion maxima hasta Capacidad
Pulmonar Total.

Pdi,, ., twiten: Presion transdiafragmatica maxima, durante
estimulacion externa, ya sea eléctrica o magnética.
Pdi,: Presion transdiafragmatica, durante la maniobra

vii
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Abreviaturas

de tos.

PEEPI: Presion intrinseca positiva al final de la espiracion,
del inglés intrinsic positive end-expiratory pressure.
PE,,.,: Presion espiratoria maxima.

Pes: Presion esofagica.

Pes, ., Presion inspiratoria maxima medida en
esofago.

Pes,,.: Presion inspiratoria maxima medida en eséfago,
durante la maniobra de tos.

PENAM: Pan-European Network for Aging Muscle and
Associated Diseases.

Pga: Presion gastrica.

Pga, : Presion inspiratoria maxima medida en
estdbmago, durante la maniobra de tos.

PI: Presion inspiratoria.

Pl,...: Presion inspiratoria maxima.

PMT: Presién Maxima Tolerada.

Q: Flujo sanguineo.

Quc: Contraccion voluntaria méaxima del cuadriceps,
del inglés quadriceps maximum voluntary contraction.
Qq.: Tiempo de aguante o limite del cuéadriceps, del
inglés Quadriceps Time limit.

ROM: Rango de movimiento, del inglés Range of
movement.

RT-PCR: Retrotranscripcién-Reaccion de la polimerasa
en cadena.

RV: Volumen residual, del inglés Residual Volume.

SEP: Presion espiratoria sostenible, del inglés
Sustainable expiratory pressure.

SEPAR: Sociedad Espanola de Neumologia y Cirugia
Torécica.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
SIP: Presion inspiratoria sostenible, del inglés
Sustainable inspiratory pressure.

SPf,,: Vacuna sintética contra la malaria, del inglés
Synthetic Plasmodium falciparum, 66 MW.

T,: Tiempo inspiratorio.

TLC: Capacidad pulmonar total, del inglés Total Lung
Capacity.

T, Tiempo limite.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa, del inglés
Tumor Necrosis Factor alpha.

TT,: indice Tension-Tiempo.

TTdi: indice Tension-Tiempo del diafragma.

T;or Tiempo total del ciclo respiratorio.

UMS: Estimulaciéon Unilateral del Nervio Frénico, del
inglés Unilateral Magnetic Stimulation.

UPF: Universitat Pompeu Fabra.

URMAR: Unitat de Recerca en Mdscul i Aparell
Respiratori.

WHO: World Health Organization.

W,..s: Trabajo muscular, del inglés Work of muscle.
YLDs: Afios Vividos con Incapacidad, del inglés Years.
Lived with Disability.
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MOTIVACION

Los primeros recuerdos que tengo de mi infancia me trasladan al pueblo de mi madre y mis
abuelos (Pioj6), donde me encontraba jugando con animales y “experimentando con insectos”.
Luego al empezar los estudios primarios en el Colegio Biffi “La Salle” en Barranquilla, siempre
me decanté por leer sobre biologia y recuerdo que le pedia al Profesor Barros que me prestara
los libros de experimentos en vacaciones para poder seguir con mi “pasatiempo” en ese perio-
do de descanso. Durante el bachillerato segui con emocion la biologia y la quimica y odiaba a
muerte la fisica, las matematicas, la trigonometria y demas secuaces “numerolégicas”. Tanto que
mi hermana me explicaba los teoremas y yo los repetia cientos de veces para poder pasar los
examenes finales de ese tipo de materias. Recuerdo que a mediados del bachillerato ya sabia que
iba a estudiar Medicina: Mis hermanos habian empezado carreras afines y no queria repetir su
camino y menos estudiar alguna ingenieria que me acercaria a mis odiados nimeros. Asi olvidé
mi suefio de estudiar ingenieria electronica.

Al ingresar en la Facultad de Medicina de la Universidad Metropolitana empecé a estudiar
como funciona el cuerpo humano y como le afecta su relacion con el medio-ambiente. También
me di cuenta que la Medicina era una profesion que “algunas veces cura, otras alivia y siem-
pre acompaiia”, lo cual me decepcion6 un poco. Sin embargo, a mitad de mi carrera universita-
ria a mediados de los ochenta asisti a un congreso médico local; donde los conferenciantes eran
los Doctores Manuel Elkin Patarroyo Murillo y Tomas Cipriano Molina Ramos, y mi suefio de
investigador empezo a estructurarse. El Dr. Molina resulté que era primo de mi padre y el Dr. Pa-
tarroyo era uno de los cientificos mas sobresalientes en Colombia. Ellos habian trabajado juntos
y vi claramente que queria trabajar en investigacion médica con el Dr. Patarroyo. Inmediatamente
repasé el arbol genealégico y fuimos a casa del padre del Dr. Molina, quien me lo presento y éste
me ofrecié de manera desinteresada su laboratorio de inmunologia. Esto me serviria como entre-
namiento previo a trabajar con el Dr. Patarroyo, mientras terminaba mi carrera de medicina. A
partir de ese momento y durante 3 anos dediqué mis “vacaciones” al Laboratorio de Inmunologia
de la Clinica Santa Rosa de Bogota, donde Tomas me ensenaba a leer los ensayos de microci-
totoxicidad con sueros de multiparas, pruebas de inmunoensayos enzimaticos (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, ELISAS, de la sigla en inglés) para diagnosticar pacientes con Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), determinaciones de complemento y otros ensayos que
para mis compaineros de facultad eran ciencia-ficcion.

Al terminar los estudios en la Facultad de Medicina, tenia que hacer el internado y por
supuesto que la primera opcion fue ingresar al grupo del Dr. Patarroyo. Pero no era facil para
un estudiante de provincia. Afortunadamente el Dr. Eduardo Acosta Bendek, Rector de la Uni-
versidad Metropolitana, y el Dr. Néstor Vasquez Macias, decano de su Facultad de Medicina en
aquella época, me facilitaron todas las gestiones para que la Universidad Nacional de Colombia
permitiera que yo empezara mi ano de internado “especial” en el Instituto de Inmunologia, bajo
la supervision del Dr. Patarroyo. De la mano de Ricardo Tascoén empecé a usar las micropipe-
tas, a realizar ELISAS con péptidos sintéticos para inmunodiagnéstico de lepra y tuberculosis, y
western blots para el seguimiento de la respuesta inmunolégica de los vacunados con la recién
nacida vacuna sintética contra la malaria “SPf,,”. El grupo de lepra se robustecia gracias a las do-
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naciones de la Germany Leprosy Relief Association y del Ministerio de Salud de Colombia,
asi el grupo se dedic6 sé6lo al inmunodiagnéstico de lepra y recuerdo meses interminables con
William Gutiérrez preparando cientos de litros de PBS-Tween, “sembrando” miles de sueros de
habitantes de Mogotes, Covarachia, Aratoca, el Valle de San José, ..., con Ricardo Tascon, Javier
Burgos, José Fernando Velasquez, Lina Franco, Vicky Valero, Eulogia Roman, Nelson Salazar,
Carlos Fajardo ...

Por esa época el Instituto de Inmunologia era ya muy conocido y cada semana teniamos
visitantes de Europa, Norteamérica y de casi todo el mundo. Recuerdo que estuve colaborando
dos meses con la Dra. Indira Nath, del All India Institute of Medical Science de Nueva Deli,
que fue la primera persona que me pregunt6 quiénes eran los doctores del Instituto de Inmuno-
logia y, para su sorpresa, no habia ni uno. Desde ese instante decidi que debia doctorarme. De
hecho, algunos de los trabajos en los que habia participado podian haber sido Tesis Doctorales.
Empecé a escribir a muchas partes del mundo donde pudieran darme la oportunidad de traba-
jar y estudiar; de manera muy amable me respondian que habia escasos fondos y que en algin
momento se pondrian en contacto conmigo; creo que envié curricula a medio planeta con resul-
tados infructuosos. Posteriormente se me presento la oportunidad de coordinar el Laboratorio
de Inmunologia y Genética de mi Universidad Metropolitana. Con una honda pena me separé de
mi querido Instituto de Inmunologia y volvi a mi tierra natal para encargarme de la disciplina de
Inmunologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Metropolitana.

En “La Metro” el Dr. Eduardo me dio todo su apoyo; alli me reencontré con mis antiguos
profesores y conoci en el Laboratorio de Inmunologia y Genética a personas por las que hoy
siento un gran aprecio como son la Dra. Ana Maria Segura, el Dr. Helman Alfonso, las licencia-
das Ana Maria Brokate, Sarita Villalba y Elmy Tapias. También conoci a cientos de estudiantes
que me hicieron aprender inmunologia, porque jamas he aprendido tanto como cuando estuve
ensenando. A mediados de los anos noventa la Universidad Metropolitana y el Instituto Colom-
biano para el Fomento de la Educacion Superior ICFES) me brindaron la oportunidad de entre-
narme en Boston en el Dana-Farber Cancer Institute, adscrito a Harvard University, bajo la
supervision del Dr. Edmond J. Yunis. En Boston aprendi a tipificar las moléculas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad clase I y II (HLA clase I y ID) y empecé a entender algo de gené-
tica. Ademads, el Dr. Yunis me insistia en que debia ser mas agresivo en investigacion,... “actitud
americana”. A Boston le debo reencontrarme con amigos del Instituto de Inmunologia como Olga
Clavijo, Julio Delgado y Januario Castro, también discipulos del Dr. Yunis y lo mas importante,
en Boston conoci a Viviana Belalcazar, mi esposa, quien habia viajado a los Estados Unidos con
intencion de hacer un doctorado.

Después de terminar mi entrenamiento en Boston volvi a mi querida Universidad Metropo-
litana en Barranquilla y para mi sorpresa me encontré que el Director de la Oficina de Postgra-
dos y Estudios Avanzados era Mauricio Orozco, quien también habia trabajado en el Instituto de
Inmunologia del Dr. Patarroyo. Con Mauricio estuvimos trabajando para organizar la parte de
investigacion de la Universidad Metropolitana y gastamos muchisimas horas en el proceso de
autoevaluacion y acreditacion de la Facultad de Medicina de cara al ICFES. Finalmente Mauricio
decidio volver a Barcelona y me animo para que hiciera mi doctorado en la Universitat Pompeun
Fabra, en la Unitat de Recerca en Muscul i Aparell Respiratori del Dr. Joaquim Gea. Sin em-
bargo, en ese instante mi situacioén personal me impidi6 viajar a Barcelona. La idea estuvo varios
meses rondando en mi cabeza. A mediados del afio 1999 asisti en Amsterdam a un congreso de
inmunologia de mucosas, y de paso me quedé unos dias en Barcelona. Conoci el mencionado
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laboratorio de investigacion en musculo del Institut Municipal d Tnvestigacié Medica (IMIM)
- Uiversitat Pompeu Fabra y el Laboratorio de Funcion Respiratoria del Hospital del Mar. Es
aqui donde empecé a conocer sobre la investigacion en musculos respiratorios y periféricos del
grupo multidisciplinario dirigido por el Dr. Joaquim Gea.

Finalmente lleg6 el nuevo milenio y con él mi suefio de empezar mi doctorado en Barcelona.
Recuerdo que llegué el 2 de enero del 2000, y empecé con mi ubicacion fisica en el Laboratorio
de Funcién Respiratoria del Hospital del Mar. Alli comencé a escuchar catalan, Nuria Soler repe-
tia insistentemente “bufi, bufi, bufi..., una micona més..., no pari, no pari” y por primera
vez en mi vida a empezé a tratar con pacientes, este hecho motivé un cambio radical en mi pues
siempre habia trabajado con “derivados de pacientes” (sangre, suero, plasma, linfocitos, acido
desoxirribonucleico [ADN]). Ahora me tocaba trabajar con los actores principales: Los pacien-
tes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). En esa época volvi a recibir clases.
Fueron 2 afos de ser de nuevo un estudiante, de preparar examenes, ... que desacostumbrado
estaba.

De ésto han pasado cerca de 5 afios y he aprendido mucho desde entonces, tanto desde el
punto de vista académico como personal. Mi formacion en el Unitat de Recerca en Miiscul i
Aparell Respiratori (URMAR) del IMIM - Hospital del Mar ha sido fructifera para el grupo.
Hasta hoy se han publicado dos articulos originales, una carta con resumen de un trabajo, y
otros cuatro trabajos estan en revision por pares en revistas cientificas internacionales. En los
congresos de la Sociedad Respiratoria Europea (ERS, sigla en inglés) se han presentado durante
este periodo 10 carteles (posters) y 6 presentaciones orales; mientras que en la Sociedad Ameri-
cana del Torax (ATS, sigla en inglés) se han presentado 11 pésters y 2 presentaciones orales: A
el Congreso Nacional de la Sociedad Espanola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) se ha
participado con 3 presentaciones orales y 4 posters.

Estoy seguro por tanto, que se ha aprovechado el tiempo y ahora, ad portas de defender esta
Tesis Doctoral, me encuentro satisfecho con las aportaciones que hemos realizado para entender
un poco mas la fisiopatologia de la EPOC, y con espiritu optimista para continuar mi ilusién de
seguir investigando acerca de enfermedades que son grandes problemas de salud publica, pues
limitan la calidad y expectativa de vida de las personas que las padecen.
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Capitulo 1

LA ENFERMEDAD PULMONAR
OBSTRUCTIVA CRONICA

DEFINICION

El grupo de trabajo de la Estrategia Global
para Diagnostico, Tratamiento y Prevencion de
la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
define la EPOC como “un proceso nosologico
que se caracteriza por una limitacion del flu-
jo aéreo, que no es completamente reversible.
La limitacién del flujo aéreo es, por lo gene-
ral, progresiva y se asocia con una respuesta
inflamatoria pulmonar anormal a particulas o
gases nocivos” (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease.; 2005). Esta defi-
nicién implica que, para el diagnéstico de la
EPOC, es indispensable la realizacion de prue-
bas funcionales respiratorias que demuestren
esa obstruccion al flujo aéreo. Ademas, incluye
un concepto dual por cuanto hace referencia
simultanea a un conjunto de caracteristicas cli-
nicas (bronquitis crénica) con otras anatomo-
patologicas (enfisema pulmonar).

Los criterios clinicos de bronquitis croni-
ca incluyen la presencia de tos y expectoracion
durante tres o mas meses al ano. El enfisema,
por su parte, implica el aumento de los espa-
cios aéreos periféricos (distales a los bronquio-
los terminales) con destruccion de las paredes
alveolares y sin presencia de fibrosis (Ame-
rican Thoracic Society.; 1995). La definicion
operativa de la EPOC se basa en el concepto
de obstruccion al flujo aéreo, que se evidencia
en la espirometria forzada, expresado como la
reduccion del cociente entre el volumen espi-
ratorio forzado en el primer segundo (FEV) y
la capacidad vital forzada (FVC). La gravedad
de la obstruccion se categoriza segun el grado
de disminucién del FEV, porcentual. Los pun-

tos de corte para la definicion de enfermedad
y su gravedad varian ligeramente segin las
sociedades cientificas autoras de los diversos
consensos (American Thoracic Society/Euro-
pean Respiratory Society.; 2004; Barbera, J.A.
et al.; 2001; Siafakas, N.M. et al.; 1995; The
COPD Guidelines Group of the Standards of
Care Committee of the BTS.; 1997).

CLASIFICACION DE LA GRAVEDAD

La clasificacién en funcion de la gravedad
de la EPOC se realiza segun el FEV, (medido
como porcentaje del valor de referencia segin
grupo étnico, género, edad, peso, talla) evalua-
do en fase de estabilidad clinica. Esta clasifica-
cion difiere ligeramente segun las sociedades
cientificas autoras de los consensos (American
Thoracic Society/European Respiratory Socie-
ty.; 2004; Barbera, J.A. et al.; 2001; Celli, B.R.
et al.; 2004; Global Initiative for Chronic Obs-
tructive Lung Disease (GOLD).; 2005; Siafakas,
N.M. et al.; 1995). En la presente Tesis Doctoral
se ha utilizado la clasificacion del Gltimo con-
senso entre la American Thoracic Society (ATS)
y European Respiratory Society (ERS) del afo
2004 (Celli, B.R. et al.; 2004), (ver tabla 1).

TABILA 1. CLASIFICACION DE LA GRAVEDAD DE LA EPOC

GRAVEDAD DE EPOC | %FEV,/EVC | FEV, (% VALOR DE REE.)
En Riesgo >70 > 80%
Leve <70 > 80%
Moderado <70 51-80%
Grave <70 30-50%
Muy Grave <70 <30%
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ASPECTOS HISTORICOS

Generalidades

La EPOC es una enfermedad altamente
asociada al consumo de tabaco (ver figura 1) y
a la exposicién prolongada a particulas o agen-
tes nocivos (The COPD Guidelines Group of
the Standards of Care Committee of the BTS.;
1997). Estas dos condiciones tienen un largo
recorrido histérico y se dan muy espaciadas en
el transcurrir de la humanidad.

Figura 1. Planta de tabaco.

El habito de fumar

Al hablar de los origenes del consumo de
tabaco debemos centrarnos en la cultura Maya
que extendié su consumo desde el ano 2000

A.C. hasta el 987 D.C. (Pascual, F. et al.; 2004),
y abarcé las regiones de Chiapas, Campeche,
Yucatan, Guatemala y Honduras. Los Mayas
eran excelentes marinos, y comerciaban por
todo el Golfo de México, incluso por las is-
las del Caribe, entre otros productos llevaban
cacao, henequén y tabaco, el cual fumaban
(Martinez Llamas, A.; 1982; Martinez Llamas,
A.; 1989). Debido a este comercio, todas estas
islas tienen en comun el tabaco de México, de-
nominado por los Mayas como “CIKAR” (que
en maya significa FUMAR).

Como consecuencia del comercio de los
Mayas con los Olmecas, el tabaco fue difundi-
do a todo el Norte de América hasta Canada.
Los estudios arqueologicos de tallas y gra-
bados demuestran como este pueblo centro-
americano dio al fumar un caracter religioso
y ceremonial (ver figura 2). El tabaco fue muy
utilizado por los Mayas durante los ritos y ce-
remonias magicas (tanto los 4 bacabs como el
dios Ah Puch eran fumadores empedernidos)
asi como en terapéutica (La Medicina Maya.;
2005). Algunos pueblos de la América preco-
lombina no sélo emplearon el tabaco con fi-
nes rituales, sino que llegaron a utilizarlo con
fines curativos. Y es que los nativos Mayas es-
taban convencidos de que la enfermedad era
producida por un mal espiritu que se apodera-
ba o habitaba en el enfermo, y s6lo podia ser
expulsado de él mediante el humo del tabaco.
También lo usaron simplemente por placer o
como estimulante en situaciones adversas. Sin
embargo, también aparece en los escasos li-
bros o codices mayas escrito el término yu-
mulkabil (también zemil) que designa a la en-
fermedad pulmonar crénica, tal vez mas pa-
decida por los chamanes que eran fumadores
crénicos (La Medicina Maya.; 2005). De estas
situaciones magico-religiosas hace mencion
Antonio Solis que, en su libro la Conquista
de México, relata la siguiente experiencia de
consumo de tabaco en una de las fiestas de
Montezuma: “el humo del tabaco, suavizado
con liquidambar, vicio que llamaban medici-
na, y en ellos tuvo algo de supersticion, por
ser el zumo de esta yerba uno de los ingre-
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dientes con que se dementaban y enfurecian
los sacerdotes siempre que necesitaban perder
el entendimiento para entender al demonio”
(Martinez Llamas, A.; 1982).

En época precolombina, hacia finales del
siglo XII, los Aztecas invadieron el territorio
Maya y asimilaron la costumbre de fumar ta-
baco, aunque dieron al fumar un caracter mas
social que religioso. Los Aztecas conservaron
la costumbre hasta la llegada de los espafioles
a principios del S. XVI (Brosse, J.; 1990).

Para los habitantes del Viejo Mundo, el
tabaco fue descubierto por dos marinos espa-
fioles mientras exploraban la isla de Cuba por
orden del mismo Colon. El hallazgo fue en las
playas de San Salvador donde fueron recibi-
dos por nativos que llevaban frutas, jabalinas
vy “hojas secas que desprendian una peculiar
Jragancia”. Rodrigo de Jerez, uno de los ma-
rinos que acompandé al Almirante Colén en su
primer viaje, relaté de esta forma el hallazgo del
tabaco: “Hallaron los dos cristianos por el cami-
no mucha gente que atravesaba a sus pueblos,
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mugeres y bombres, con un tizon en la mano,
(y) yervas para tomar sus sabumerios que acos-
tumbravan. No hallaron poblacion por el cami-
no de mas de cinco casas, y todos les bazian el
mismo acatamiento”

La palabra tabaco parece ser que proviene
de la Isla de La Espafola pues este era el nom-
bre que utilizaban los indigenas para denomi-
nar al instrumento utilizado para hacerlo servir
y para la misma accion de tomarlo; asi, los es-
panoles adoptaron este vocablo para designar
esta nueva planta. Crénicas como las de Gon-
zalo Fernandez Oviedo y Fray Francisco De las
Casas, entre otros, contribuyeron a extender su
conocimiento y uso entre los europeos indianos
y continentales: “Tomaban el aliento y bhumo
para si una y dos y tres y mas vezes bhasta que
quedaban sin sentido gran espacio o adormidos
de un grande y muy pesado sueiio (...) E aquel
instrumento con que toman el humo llaman los
Indios Tabaco, y no a la yerva o suevio que les
toma. Pero esta yerva tenian los indios por cosa
muy preciada y la crian en las baciendas y be-
redamientos de sus amos (...) porque dicen que
cuando dejan de trabajar y toman el tabaco, se
les quita el cansancio. Sé que algunos cristianos
lo usan, en especial algunos que estan tocados
por el mal de las bubas, porque dicen los tales
que aquel tiempo que estan asi transportados
no sienten los dolores de su enfermedad” (Edi-
cién Digital “Desde la semilla al humo” El taba-
co negro en Pinar del Rio.; 2005).

En la Historia Natural y General de las In-
dias de Gonzalo Fernandez de Oviedo, publi-
cada en 1553, se decia: “Usaban los indios de
esta isla, entre otros sus vicios, uno muy malo,
que es tomar unas abumadas, que ellos llaman
tabaco, para salir del sentido”. E1 mismo Gon-
zalo Fernandez de Oviedo dice que en las In-
dias Occidentales el tabaco se llamaba, “cobibd
o cojiba, cobob y cojioba, y era purgante muy
empleado por los nativos en el Nuevo Mundo.
Fumaban puros, es decir, los rollos hechos con
las bojas secas, y los tomaban en abumadas”
(Garcia, R.; 1881). Los primeros en utilizarlo
fueron los expedicionarios y los trabajadores,

y luego pas6 a clases mas privilegiadas por la
multiplicidad de usos otorgados por los nativos
a la planta.

Fue el mismo Rodrigo de Jerez quien en
1510 introduciria el habito de fumar en Espafia
y en muchos otros paises. Este hecho le costo
muchos anos de carcel, y fue condenado por la
Inquisicion, quien solo otorgaba poder de echar
humo por la boca al diablo. Francisco Hernan-
dez de Toledo introdujo la semilla en Espana.
El médico de Sevilla, Nicolas Monardes (1508-
1588), llevo a cabo la primera aclimatacion eu-
ropea de la planta, bajo la creencia de que era
una auténtica panacea que servia para curar
hasta un total de 65 enfermedades. De Espaia
el tabaco pas6 a Portugal y, posteriormente, en
1561 el diplomatico Jean Nicot lo introdujo en
Francia. A este embajador de la corte lusitana se
le debe el nombre genérico de la planta (Vico-
tiana tabacum). Se creia util el tabaco para cu-
rar eczemas, cefaleas, ceguera, dolor de muelas,
tos e incluso asma crénica. En 1585 lo llevaron
a Inglaterra el navegante Sir Francis Drake y el
explorador inglés Sir Walter Raleigh, quien ini-
ci6 en la corte isabelina la costumbre de fumar
el tabaco en pipa (Martinez Llamas, A.; 1982).
El nuevo producto se difundi6 rapidamente por
Europa y Rusia, y en el siglo XVII lleg6 a China,
Japo6n y a la costa occidental de Africa. El habito
se puso poco a poco de moda y en el siglo XVI
fumar, primero como placer y después como
medicamento, habia sido adquirido por todo
tipo de clases sociales: La pipa entre las mas
elevadas y el rollo de hojas, como precursor del
cigarro puro, entre las mas populares.

Al principio fueron los frailes en las huer-
tas cerradas de sus conventos los mas entusias-
tas plantadores de tabaco, quienes lo utilizaban
con fines ornamentales y medicinales. Asi, el
hecho de que el tabaco se cultivara preferente-
mente en estos lugares cerrados llevé mas tar-
de a dar el nombre de estancos a los comercios
donde debia venderse. En parte, la fama de me-
dicamento le vino por la experiencia que tuvo
la reina Catalina de Médicis (1560), quien sufria
fuertes jaquecas. Esta hizo caso al ilustre emba-
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jador francés Jean Nicot cuando le recomendo6
que tomara el tabaco aspirandolo por la nariz.
Los dolores desaparecieron y el rumor hizo que
el tabaco como remedio curativo se extendiera
por toda Francia y el resto de Europa.

Cuando el botanico sueco Carl Linneaus
publico su Species plantorum no dudo en ele-
gir el nombre Nicotiana tabacum en homenaje
al embajador francés. Durante el siglo XVI el
tabaco empez6 a considerarse como una droga,
lo que llevo a tomar medidas al respecto. Los
papas Urbano VIII y Inocencio X prohibieron
que se fumase dentro de las iglesias y llegaron
a proponer la excomunion de los fumadores.
El Rey Jaime I de Inglaterra, no contento con
prohibirlo, escribié un tratado contra el taba-
co, el Misocapnos, donde lo describe como un
bierba ‘desagradable para la vista, repulsiva
por el olor, peligrosa para la salud, daviina

para el cerebro, pues las inbalaciones parecen
salir de los antros infernales”.

En China en el afio 1600, el filésofo Fang
afirmo que fumar tabaco producia quemaduras
en los pulmones, y lleg6 a prohibirse su uso
en Japon en el ano 1620. En 1638, en China, el
uso y distribucion de tabaco era castigado con
la decapitacion.

Mientras tanto, en Espana las autoridades
no fueron ajenas al creciente comercio y asi,
a principios del s. XVII (1620), empezo a fun-
cionar en Sevilla la primera fabrica de tabacos
espafola, que se inauguraria en 1758 bajo el
nombre de La Real Fabrica de Tabacos de Se-
villa, y lleg6 a convirtirse en la mayor cons-
truccién industrial del mundo (ver figura 3).
La siguiente fabrica en crearse seria la de Ca-
diz. Mas tarde, se fabricaron los cigarros puros

Figura 3. Plano e imagenes de la antigua Real Fabrica de Tabaco de Sevilla.
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hechos con hojas producidas en las colonias
espafiolas de ultramar. En el afio 1717, un real
Decreto de la Corona de Espana dio lugar a
la fundacién de la primera fabrica de tabaco
en Cuba, la Real Factoria de La Habana, y se
implanté asi un régimen de monopolio para la
naciente industria cubana.

La América colonial anglofona se convir-
ti6 en el primer productor mundial de tabaco.
El cultivo se inici6 en el asentamiento de Ja-
mestown, donde ya en 1615 la planta crecia en
jardines, campos y hasta en las calles. En poco
tiempo se convirtié el tabaco en el producto
agricola basico y principal medio de subsis-
tencia de la colonia. En 1776, el cultivo se ex-
tendié hacia Carolina del Norte y llegd por el
oeste hasta Missouri. Hacia 1864, un agricultor
de Ohio obtuvo por casualidad una cepa de-
ficiente en clorofila que recibié el nombre de
burley blanco, y acabd por convertirse en el in-
grediente principal de las mezclas de picadura
americana para la fabricacion de cigarrillos.

Segun Garcia Ramon se tenia ya en cuenta
el dano del tabaco pero sélo en los siguientes
casos: “Ya lo bemos dicho, y volvemos a repetir-
lo: el tabaco es peligroso cuando se abusa de él
0 bien por una predisposicion individual. Exis-
te empero un caso en que su accion nociva es
positiva e incontestable, y es durante la infan-
cia y primera juventud. De los diez a los quin-
ce anios, debe el hombre abstenerse del tabaco,
pues en este periodo de la vida ejerce una in-
Sluencia perjudicial en los organos cerebrales”
(Martinez Llamas, A.; 1982).

En 1884 James A. Bonsasck patent6 la pri-
mera maquina de hacer cigarrillos, capaz de
hacer hasta 120.000 unidades al dia. Mientras
en Espafia y en sus colonias se preferia el ta-
baco enrollado en forma de cigarro, y después
el cigarrillo, en el resto de Europa prevaleci
la pipa. En el siglo XVII se comenz6 a aspi-
rar rapé por la nariz (polvo de tabaco, cuyo
nombre le viene del instrumento utilizado para
rallarlo, [ver figura 4]); la gran moda del rapé
corresponde al siglo XVIII y se empez6 a fabri-

car en 1786 en la Real Fabrica de Tabacos de
Sevilla; este tipo de consumo fue un signo de
distincion social. Habia rapé perfumado (con
agua de rosas) y de distintos colores.

El tabaco para masticar (que se prepara-
ba en “cuerdas” mezclando regaliz y otros pro-
ductos) fue siempre patrimonio de la gente de
mar, por la obvia dificultad de fumar durante
la maniobra de las velas.

A principios del siglo XIX se empezaron
a fabricar cigarrillos en Francia e Inglaterra, y
se vendian en ruedas o unidades sueltas. In-
cluso existian consejos para fumar: “El ciga-

Figura 4. Individuo aspirando rapé.

rrillo debe fumarse aspirando poco humo de
una vez y con intervalos de un minuto entre
las fumadas”. “Digamos que si el tabaco es un
remate sabroso a la comida, no debe fumarse
sino un cuarto de hora después del nltimo pla-
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to, es decir, cuando se sirve el café, con tanto
mds motivo cuanto que el café es un correctivo
tan enérgico como delicioso del tabaco” (Gar-
cia, R.; 1881).

Los cigarros puros seguian consumiéndo-
se en gran cantidad, a mediados del siglo XIX.
Cuba exportaba alrededor de 250 millones de
puros al ano y en Francia en 1874 se llega-
ron a fumar 742 millones de cigarros, lo que
equivalia a 20 cigarros por persona en un afo,
(entre 20 y 30 cigarros al afio seria la cantidad
adecuada segun los tratados tabaquicos de la
época y la norma para un tabaquista, y uno
al dia si se trata de cigarro de papel o pipa),
‘despueés del almuerzo o comida que es cuan-
do mayor solaz procura”, consejo que por otro
lado no seguia ningin fumador, cuyo consumo
medio era de un cigarrillo cada media hora o
incluso mas.

Enfermedades respiratorias
debidas al tabaco

Los efectos negativos, por otro lado, se ha-
cian notar. Boinseregard, en 1701, advertia: “Los
Jovenes que toman demasiado tabaco tienen
las manos temblorosas, inseguras, les bailan los
pies y se marchitan sus partes nobles”. En 1761
se establece una relacion del cincer de nariz
con el consumo de rapé, y en 1795 la aparicion
de cancer de labio en fumadores de pipa.

Debido al consumo masivo y frecuente
del tabaco se empiezan a dar sintomas res-
piratorios en este tipo de individuos, que se
comienzan a diagnosticar debido a las aporta-
ciones de la escuela francesa de Neumologia
y su creciente interés por relacionar los ha-
llazgos clinicos con las descripciones patologi-
cas. También contribuye la incorporacién a la
practica médica de la auscultaciéon cardiaca y
respiratoria, a partir del desarrollo del estetos-
copio (ver figura 5), (Laennec, RT.H.; 1819).
Laénnec introdujo el uso del término “obstruc-
cion bronquial” en este tipo de enfermedades
respiratorias.

inventado

Figura 5. Estetoscopio
por René-Théophile Laénnec.

La definicién del concepto de “enfisema”,
de una forma muy similar a la que ain segui-
mos utilizando, la debemos a René Laénnec y
fue introducida en la practica médica a prin-
cipios del Siglo XIX. En el mismo periodo, el
médico inglés Charles Badham (Badham, C.;
1814) utilizé por primera vez el término “bron-
quitis” en la practica clinica. La introduccion
del espirometro en la practica médica a partir
de los trabajos de Hutchinson (Hutchinson, J.;
1846), (ver figura 6) y las aportaciones Poste-
riores de Tiffeneau y Pinelli (Tiffeneau, R. et
al.; 1948) permitieron objetivar la obstruccion
bronquial de una forma reproducible y practi-
ca, de manera muy similar a como sigue reali-
zandose actualmente.

Un paso de gigante para definir de una
forma practica y reproducible estas enferme-
dades respiratorias se dio en 1958, con mo-
tivo del Symposium internacional auspiciado
por Ciba y cuyas conclusiones fueron publica-
das en las mejores revistas de la especialidad
(Ciba Foundation Guest Symposium.; 1959) y
posteriormente aceptadas por la propia Socie-
dad Americana del Térax (American Thoracic
Society.; 1962). Durante muchos afios se han
utilizado estas definiciones en la ensefianza
de la Neumologia y en la practica clinica, y
se ha resaltado como puntos mas importantes
las diferencias entre los conceptos de “bron-
quitis cronica”, “asma” y “enfisema” (Casan, P.;
2004).
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Figura 6. Espirémetro inventado por John Hut-
chinson.

La bronquitis cronica se definia entonces
como “la presencia de tos y expectoracion, du-
rante al menos tres meses al afo y por un mini-
mo de dos anos consecutivos, en un paciente en
quien se hubieran descartado otras causas pro-
ductoras como la tuberculosis, el carcinoma de
pulmon o la insuficiencia cardiaca”. Al tratarse
unicamente de objetivar la presencia de signos
y sintomas (tos y expectoracion) la definicion
resultaba muy aplicable en la practica médica y
con ello se consigui6 la popularizacion de este
concepto (Casan, P.; 2005). El paso inmediato
se dio cuando pudo relacionarse de una forma
clara y directa el papel del tabaco con la etio-
logia de la bronquitis crénica (U.S.General Sur-
geon.; 1984) y el reconocimiento posterior de
otros factores responsables permitié profundi-
zar en su patogenia y en la complejidad de este
proceso (Higgins, M.; 1991).

En el mismo periodo de tiempo, el enfise-
ma se definia en términos morfolégicos. Esto
hacia ciertamente dificil, y a menudo imprac-
ticable, utilizar los conceptos derivados de su

definicion en la practica clinica diaria (Ciba
Foundation Guest Symposium.; 1959). Por otra
parte, los hallazgos de prestigiosos especialis-
tas como Snider, Thurlbeck, Reid, Burrows y
Petty permitieron avanzar en la clasificacion y
en el conocimiento de estas variedades de pato-
logia bronquial y pulmonar (Burrows, B.; 1990;
Petty, T.L. et al.; 1987; Snider, G.L. et al.; 1985).

Aunque multiples estudios epidemiol6gi-
cos han puesto de manifiesto la relaciéon entre
tabaco y EPOC, es obligatorio citar el clasico
trabajo de Fletcher (Fletcher, C.M. et al.; 1976)
quien demostr6 el diferente comportamiento
que ante el consumo de tabaco experimenta-
ban distintos grupos del estudio (ver figura 7).
Asi, mientras un grupo de personas no modi-
ficaban la fisiologica disminucién que su FEV,
experimentaba con el paso del tiempo, otro
grupo de fumadores aumentaba negativamen-
te, y de manera significativa, el descenso del
FEV,, correlacionandose este descenso con el
namero de cigarros consumidos. Asi pues, se
estableci6 el concepto de pacientes suscepti-
bles al humo del tabaco (un 15 por ciento de
las personas), aunque se desconoce cual es la
causa que lo determina vy, lo que es mas im-
portante, se estableci6 sin género de dudas la
clara relacién entre tabaquismo y EPOC.

La definicion de EPOC ha experimentado
diferentes aproximaciones clinicas y epidemio-
logicas en los ultimos afios. Las mas recientes
fueron propuestas de forma simultinea por las
respectivas Sociedades Neumolégicas Europea
y Americana (American Thoracic Society.; 1995;
Siafakas, N.M. et al.; 1995) y permanecen aun
en plena vigencia. La propia Sociedad Espafola
de Neumologia y Cirugia Toracica elabor6 una
propuesta consensuada (Montemayor, T. et al.;
1996) vy casi, simultineamente, la Sociedad To-
racica Britanica redact6é también sus propias de-
finiciones (The COPD Guidelines Group of the
Standards of Care Committee of the BTS.; 1997).
Actualmente hay una aproximacion al estudio
de la inflamacion y a sus marcadores en las vias
aéreas de los pacientes diagnosticados de EPOC
en sus diferentes variantes (Global Initiative
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Figura 7. Diagrama de Fletcher, modificado de Flectcher, C.M.; 1976.

for Chronic Obstructive Lung Disease.; 2005;
O’Byrne, P.M. et al.; 1999). Sin dejar de pensar
en términos de “limitacién al flujo aéreo” y en
su “mayor o menor respuesta frente a la accion
de los broncodilatadores” nos habituamos pro-
gresivamente a valorar el papel de los neutrofi-
los y de los eosindfilos en el territorio bronquial
y a las consecuencias de la accion terapéutica
de los corticoides y otros antiinflamatorios.

EPIDEMIOLOGIA

Factores de riesgo

Como se ha visto, el humo del tabaco se
considera el principal factor de riesgo para la
aparicion y desarrollo de la enfermedad. En
la década de los afios 70 se demostr6 que un
hombre no-fumador pierde una media de 25
ml de FEV, por afio (Fletcher, C.M. et al.; 1976)
y que esta pérdida es mas acelerada en los fu-
madores, asi como existe un grupo de fuma-
dores “susceptibles”, en los cuales la pérdida
de funcion pulmonar es todavia mas acelerada
(hasta 100 ml de FEV /ano). Este grupo de fu-
madores es el que desarrolla la enfermedad.

Ademas, hay un patrén de agregacion familiar
en la EPOC (Silverman, E.K. et al.; 1998). Estos
dos conceptos implican una susceptibilidad de-
terminada genéticamente y que probablemente
tiene interacciones complejas para el desarrollo
de la enfermedad. En el altiplano Cundiboya-
cense, de la regién andina Colombiana, es fre-
cuente también observar la presencia de EPOC
asociada a la exposicién al humo de lenia (bio-
masa), fundamentalmente en mujeres expues-
tas en su domicilio mientras cocinan alimentos
(Dennis, RJ. et al.; 1996); También en Esparia
se ha evidenciado recientemente la presencia
de EPOC asociada a la exposicion a humo de
lefia (Orozco-Levi, M. et al.; 2006a). Otro fac-
tor de riesgo identificado ha sido la presen-
cia de hiperreactividad bronquial, dado que el
deterioro funcional (caida del FEV,) es mayor
al esperado independientemente al efecto del
tabaco; es la llamada “teoria holandesa” de ori-
gen de la EPOC (Rijcken, B. et al.; 1995). Otros
factores de riesgo estin asociados a la exposi-
cion laboral a polvos minerales (p.e. trabajado-
res en minas de carbén y oro, en fundiciones,
etc.), u organicos (vegetales o animales) (Glo-
bal Initiative for Chronic Obstructive Lung Di-
sease.; 2005). La contaminaciéon ambiental ha
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sido definida también como un factor de ries-
go para el desarrollo de EPOC, aunque exis-
ten dificultades metodolégicas para precisar
la exposicion (Sunyer, J.; 2001). Finalmente,
las infecciones respiratorias en la infancia se
han relacionado de forma prospectiva con un
menor FEV, durante el desarrollo (Gold, D.R.
et al.; 1989) aunque no existen estudios con
seguimiento hasta la edad adulta para precisar
su relacion inequivoca con la EPOC.

Prevalencia y morbi-mortalidad

La mayoria de la informaciéon disponible
sobre la prevalencia, morbilidad y mortalidad
de la EPOC proviene de los paises desarro-
llados. Pero todavia en estos paises la preci-
sién de los datos epidemiolégicos acerca de la
EPOC es dificil de conseguir. En los datos de
prevalencia y morbilidad estin probablemen-
te muy infraestimadas, ya que la EPOC no se
diagnostica generalmente sino hasta que es
clinicamente evidente y por tanto moderada-
mente avanzada. Las definiciones imprecisas y
variables de la EPOC han hecho dificil tam-

Estudio USA NHANES: espirometria

Limitacion de flujo aéreo, FEV1/FVC < 70%
Varones blancos 142/1000 fumadores activos
Mujeres blancas 136/1000 fumadoras activas

bién cuantificar la morbilidad y mortalidad de
esta enfermedad tanto en paises desarrollados
(Pride, N.B. et al.; 1989) como en vias de de-
sarrollo. Los datos recogidos también infraes-
timan la EPOC como causa de muerte, porque
la enfermedad probablemente es mas citada
como contribuidora que como causa principal
del fallecimiento, o puede incluso no ser citada
(Mannino, D.M. et al.; 1997).

Segun el Estudio de la Carga Global de la
Enfermedad (GBD, sigla en inglés) conducido
bajo los auspicios de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y del Banco Mundial, la pre-
valencia mundial de la EPOC en 2002 fue es-
timada en 11,6/1000 en hombres y 8,77/1000
en mujeres. Sin embargo, estas estimaciones
incluyen todas las edades y la prevalencia ver-
dadera de la EPOC es mas alta en adultos ma-
yores. La prevalencia de la EPOC es también
mas alta en los paises donde hay predominio
de consumo de tabaco, o sigue siendo muy co-
mun, mientras que la prevalencia es mas baja
en los paises donde es menos comun fumar,
o el consumo de tabaco por individuo es bajo
(WHO.; 2005) (ver figura 8).

Figura 8. Prevalencia mundial de la EPOC, modificado de Hansel, T.T. et al; 2005; Menezes, A.M. et al.;2005.
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Lo escasos datos disponibles indican que
la morbilidad debido a la EPOC aumenta con la
edad y es mayor en hombres que en mujeres.
La EPOC es responsable de una parte signifi-
cativa de visitas médicas, de consultas de ur-
gencias y de hospitalizaciones. Las estimacio-
nes del estudio GBD indican resultados de la
EPOC en YLDs (sigla en inglés de anos vividos
con incapacidad) de 1,68 por cada 1000 habi-
tantes, que representa 1,8% de todos los YLDs.
Los datos separados por género son 1,93 y 1,42
por cada 1000 hombres o mujeres, respectiva-
mente (WHO.; 2005).

La EPOC es actualmente la cuarta causa
principal de muerte en el mundo y se pueden
predecir aumentos en la prevalencia y mortali-
dad de la enfermedad en las décadas venide-
ras. En los Estados Unidos de América los in-
dices de mortalidad de la EPOC son muy bajos
entre los pacientes menores de 45 afos, pero
después aumentan con la edad; y la EPOC se
convierte en la cuarta o quinta causa principal
de muerte entre los mayores de 45 afos. Glo-
balmente, las estimaciones del estudio GBD de
2002 demostraron que la EPOC dio lugar a 2,75
millones de muertes que representaban el 4,8%
del total. Separadas por género, representaban
1,41 y 1,34 millones de muertes en varones y en
mujeres, respectivamente (WHO.; 2005).

La prevalencia de la EPOC en Espafa ha
sido estimada en un 9% de la poblaciéon con
edades comprendidas entre los 40 y los 69
anos y ha aumentado en los dltimos afos (Iz-
quierdo, J.L.; 2003). Se ha encontrado que la
prevalencia de la EPOC es tres veces mas alta
en hombres (14,3%) que en mujeres (3,9%),
con una variacién considerable en la razén de
prevalencia en las diferentes areas del pais (5-
18%). Sin embargo, dado que el tabaquismo se
ha incrementado en las mujeres, se asume que
haya un aumento de la prevalencia de la EPOC
en estas en los proximos anos. De acuerdo al
estudio IBERPOC, se ha estimado que en Espa-
fia hay 1,2 millones de personas afectadas por
la EPOC, con edades comprendidas entre los
40 y los 70 anos (Pena, V.S. et al.; 2000). Este

estudio también demostré que en un 78,2% de
los casos no existia diagnostico en el momento
de la encuesta.

A nivel de Catalufa la prevalencia es simi-
lar (7%) a la general en Espafia, y es también
mas frecuente en el género masculino (Jaen,
A. et al.; 1999).

Impacto socioeconémico

A pesar de las diversas campanas antita-
baco, la morbilidad y la mortalidad por EPOC
continian incrementindose y la incidencia de
fumadores jovenes es cada vez mayor. Esto se
ve agravado teniendo en cuenta que existe la
percepcion de un grado importante de infra-
diagnostico. Como ya se ha dicho, actualmente
la EPOC es la cuarta causa mundial de muer-
te (Murray, CJ. et al.; 1996) y se estima que
para el ano 2020 sera la tercera, con mas de
4,5 millones de defunciones anuales. La EPOC
representa, ademads, una de las principales
causas de morbilidad (consultas, asistencia a
urgencias, hospitalizaciones) (Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease.; 2005)
por lo que su impacto econémico y social es
muy elevado.

La EPOC tiene ademas una historia natu-
ral de anos de evolucion e implica altos costes
directos por morbilidad (farmacos utilizados,
demanda de asistencia, ingresos hospitalarios)
e indirectos (anos perdidos por incapacidad y
muerte) (ver tabla 2 y figura 9). Especificamen-
te, la EPOC representa a nivel mundial (esta-
disticas del ano 1990) la duodécima causa de
DALY’s (Disability Adjusted Life Year o suma
de anos perdidos debido a mortalidad prema-
tura y afos vividos en discapacidad, ajusta-
dos por gravedad). Se estima que para el afo
2020 la EPOC sera la quinta causa mundial
de pérdidas de DALY’s, por detrds Gnicamente
de la enfermedad cardiaca isquémica, la de-
presion mayor, los accidentes de trafico y la
enfermedad cerebro-vascular (Murray, C.J.L. et

al.; 1996).
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TABLA 2. COMPARACION EN CUATRO PAISES DEL COSTE DIRECTO E INDIRECTO DE LA EPOC

S () ANO CO?;;F D]’EI:IE,:)}I:P]JE;?TO h Qb i
?:I;?E)E;i?{Zalth Service Executive.; 1996) 199 718 3312 4090 65
I('Igii;ﬁvan Molken, M.P. ez al.; 1999) 1% 256 D ND ND
Suecia (Jacobson, L. ef al.; 2000) 1991 179 281 460 60
EEUU(Chen, J.C. ef al.; 1999) 1993 14.700 9.200 23.900 87

Modificado de Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease.; 2005.
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Figura 9. Impacto econdémico de la EPOC, modifi-
cado de Wouters, E.F; 2003.

Los costes indirectos generados por la
EPOC reflejan las consecuencias economicas
de la incapacidad, pérdida de trabajo, mortali-
dad prematura y costes a las entidades presta-
doras de salud, asi como los costes familiares
resultantes de la enfermedad (Sullivan, S.D. et
al.; 2000). Un estudio finlandés ha estimado
que el coste indirecto debido a la pérdida de
capacidad laboral, restricciones en las activida-
des de la vida diaria y efectos socio-psicoso-
ciales es de 0,59 billones de euros (Kanervisto,
M. et al.; 2003).

La morbilidad y mortalidad debidas a la
EPOC implican una carga substancial en el sis-
tema socio-sanitario Espanol y para la sociedad
en su totalidad. Basindose en las estadisticas
estatales y en los datos epidemiologicos, un
analisis econémico de la EPOC en Espana ha es-
timado que el coste total de esta enfermedad es
de 841,42 millones de euros (equivalente al 2%
del presupuesto anual del Ministerio de Salud y
al 0,25% del Producto Interno Bruto) (Krief B.;
1996). Mientras que el coste directo por pacien-
te y afo alcanza los 1.876 euros de promedio,
le corresponde a hospitalizacion el 43,8%, los
medicamentos el 40,8% vy las visitas y pruebas
diagnosticas el 15,4% del total de los costes por
paciente (Miravitlles, M. et al.; 2003).

En Cataluna la EPOC tiene una tasa de
mortalidad de 44,69 por cada 100.000 habitan-
tes (estadisticas del 2000), representa la tercera
causa de altas hospitalarias (10,1% del total), y
se considera la EPOC como una de las enferme-
dades que mas crecen, ya que se ha observado
un incremento global del 12,1% entre los afios
1997 y 2000 (Pla de Salut de Catalunya.; 2003).



Capitulo 2

LOS MUSCULOS EN INDIVIDUOS SANOS

GENERALIDADES

La URMAR, de la UPF-IMIM-Hospital del
Mar, tiene mas de 15 afios de experiencia en
el estudio de musculos respiratorios y perifé-
ricos, tanto en pacientes con EPOC como en
controles sanos. Antes de entrar en materia,
se desarrollaran los capitulos siguientes donde
se exponen la histologia, anatomia vy fisiologia
de los musculos esqueléticos o estriados, tanto
respiratorios como periféricos.

Esta tesis solo trata de los musculos es-
queléticos, que son el mayor componente ti-
sular del cuerpo humano, y que corresponde
al 40% del peso total de un individuo normal
(Testut, L. et al.; 1969a); se denominan tam-
bién miusculos voluntarios por que dependen
de la estimulaciéon nerviosa voluntaria para
que se contraigan; de dichas contracciones, el
musculo esquelético permite los movimientos
de los distintos huesos para desempenar ac-
tividades cotidianas de la vida de relacion, lo
que comprende todas las acciones que invo-
lucran movimiento, desde poder alimentarnos
hasta deambular.

HISTOLOGIA DE LOS MUSCULOS
ESQUELETICOS

Cada musculo esta envuelto de forma in-
dividual por una cubierta de tejido conjuntivo
llamada epimisio. Esta cubierta presenta pro-
longaciones que penetran hacia el interior del
mismo dando lugar al perimisio y a la division
del musculo en fasciculos de diverso tamaio.
Finalmente, cada una de las fibras musculares
esta envuelta a su vez por una fina lamina de

tejido conjuntivo, el emdomisio (Junqueira,
L.C. et al.; 2005) (Ver Figura 10).

Figura 10. Microfotografia donde se muestran las
envolturas conectivas de los musculos, modifica-
do de Junqueira, L.C. et al.; 2005.

De forma individual, las fibras musculares
son células sincitiales multinucleadas con los
nucleos dispuestos por debajo de la membrana
celular o sarcolema. En las secciones longitu-
dinales vistas al microscopio 6ptico son carac-
teristicas dos estructuras: las miofibrillas, de
disposicion longitudinal, y las estriaciones,
de disposiciéon perpendicular. Ambas son el
resultado de la particular distribucién de las
proteinas contractiles del musculo estriado
(Junqueira, L.C. et al.; 2005).

La longitud de las fibras musculares en el
adulto es variable, y pueden alcanzar los 50
cm en el musculo sartorio. Desde hace mu-
chos anos se conocia que los musculos esta-
ban formados por fibras diferentes, y se ha-
blaba de musculos rojos y musculos blancos

13
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(Ranvier, L.; 1873). Actualmente se sabe que
esta diferencia de color depende del tipo de
fibra de la que el musculo esta constituido. To-
dos los musculos esqueléticos humanos estan
conformados por tres tipos de fibras muscula-
res: Tipo I, I1a y 1Ix, en funcion de la isoforma
expresada en la cadena pesada de la miosina
(MHC, sigla en inglés de Myosin Heavy Chain)
(Brooke, M.H. et al.; 1969). Las fibras tipo I se
caracterizan por tener gran capacidad para el
metabolismo aerébico, alta densidad capilar y
mitocondrial, y tener tolerancia a contraccio-
nes repetidas durante periodos prolongados
de tiempo. Es por lo anterior que se les de-
fine como “resistentes a la fatiga”. Las fibras
tipo IIa presentan metabolismo aerébico mas
rapido. Tienen menor densidad capilar y mi-
tocondrial pero son igualmente resistentes a
la fatiga. Las tipo IIx son fibras de glicolisis
rapida, con fatigabilidad rapida, pero capaces
de generar alta tension. El mayor o menor
predominio de determinado grupo de fibras
en un musculo puede ser modificado (plasti-
cidad molecular). Este cambio depende, basi-
camente, del tipo de trabajo al que sea some-
tido (condicionamiento modulado). Ademas
de las fibras que contienen uno de los 3 tipos
de isoformas, existe una pequena proporcion
de fibras “hibridas”, es decir, las que coex-
presan dos isoformas de miosinas (Andersen,
J.L. et al.; 1994b; Klitgaard, H. et al.; 1990b;
Klitgaard, H. et al.; 1990a; Larsson, L. et al.;
1997). Los datos de los anteriores estudios
han revelado que la coexpresion de MHC Ila
y MHC IIx son especialmente frecuentes, y re-
presenta entre un 10% al 15% del total de las
fibras, mientras que las fibras que coexpresan
MHC I y MHC IIa son menos frecuentes (An-
dersen, J.L. et al.; 1999).

Los diametros transversales son asimis-
mo variables. En el biceps braquial, el tamafio
de las fibras de tipo I es de unas 60 pm en el
hombre, y 57 ym en la mujer, mientras que
en las fibras de tipo II es del orden de las 70
pm en el hombre y 50 ym en la mujer. Esta
diferencia de tamanos, mayor en las fibras de
tipo II en el hombre y en las fibras de tipo I

en la mujer, no se observa hasta los quince
anos. En edades mas tempranas, ambos tipos
de fibras presentan diametros similares en los
dos géneros.

La unidad contractil muscular

Con microscopia electronica puede ob-
servarse que las miofibrillas aparecen cons-
tituidas por filamentos perfectamente orde-
nados: unos gruesos, de 110 a 120 A de dia-
metro, que se identifican como filamentos de
miosina, que estan formados por cadenas de
polipéptidos (dos cadenas pesadas y cuatro li-
vianas); y otros delgados, de unos 60 a 70 A de
diametro que se identifican como filamentos
de actina. Los filamentos de actina se dispo-
nen paralelamente y se anclan en unas estruc-
turas transversales gruesas de 340 a 1300 A
de espesor, denominadas bandas Z (ver figu-
ra 11). Los filamentos de miosina se disponen
centralmente, y alternan con los filamentos de
actina. La proporcion entre estos miofilamen-
tos aparenta ser constante (1500 filamentos de
miosina por 3000 filamentos de actina) (Gu-
yton, A.C. et al.; 2000) y su organizacién es
geométrica, una al lado de la otra, en sentido
longitudinal. Los miofilamentos de actina es-
tan intimamente organizados con las molécu-
las de tropomiosina y troponina. La actina se
organiza conformacionalmente en forma de
hélice sobre su eje longitudinal, similar a las
moléculas de miosina, y sobre ella se enrollan
las moléculas de tropomiosina. Por su parte,
la troponina cuenta con tres subunidades (I, T,
y C) y constituye el cuarto complejo molecu-
lar participante en la contraccién y relajacion
musculares (Guyton, A.C. et al.; 2000).

Las zonas mas mediales de los filamen-
tos de miosina presentan uniones de refuerzo
con una estructura reticular que en los cortes
longitudinales aparece como bandas densas
o bandas M. La estructura limitada por dos
bandas Z se denomina sarcomera y constitu-
ye la unidad funcional contractil del misculo
estriado.
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Figura 11. Aparato contréactil del mdsculo estria-
do, constituido por distintas unidades (sarcéme-
ras) dispuestos longitudinalmente (Coronell, C. et

al.; 2006).

En la figura 12 se representa la estructura
de la sarcomera, la distribucién y composicion
de las bandas, y el mecanismo de la contrac-
ciéon muscular por la interpenetracion de los
filamentos de actina y miosina, con el consi-
guiente acortamiento de la sarcomera. La dispo-
sicion aditiva de sarcomeras longitudinalmente
da lugar al aspecto de las miofibrillas obtenido
con la microscopia optica. La disposicion en
paralelo de las miofibrillas y la perfecta corres-
pondencia de las respectivas bandas en cada
miofibrilla da lugar a la caracteristica estriacion
que da nombre al masculo estriado (ver figu-
ra 13). Con microscopia Optica, este musculo
muestra bandas oscuras y claras alternantes.
Con microscopia de luz polarizada las bandas
oscuras son anisotropas y se llaman bandas A,
mientras que las bandas claras son isétropas y
se llaman bandas I. La banda I esta dividida
por una linea delgada y densa que se colorea
de rojo con la hematoxilina fosfotingstica y se
denominada banda Z. La banda A (oscura) pre-
senta en su centro una banda clara, la banda

ML
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Figura 12. A). Estructura de la sarcémera comprendida entre dos bandas Z en condiciones de relajacién.
Los filamentos finos son de actina, los filamentos gruesos son de miosina. B). Acortamiento del sarcomera
(aproximacion de las bandas Z) por interpenetracion de los filamentos de actina y miosina.
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Figura 13. Microfotografia éptica donde se obser-
va la estriacion tipica del musculo esquelético.

H, que a su vez esta dividida por una banda
oscura denominada banda M. A partir de estos
datos es posible comprender la correlacién de
bandas con microscopia optica y la correspon-
diente disposicion de las proteinas contractiles
a nivel de microscopia electrénica.

Sistema tubular

El sistema de tabulos del musculo esta
constituido por dos subsistemas: uno longi-
tudinal, formado por distintos tubos anas-
tomoticos, que presentan dilataciones sacu-
lares a intervalos regulares (reticulo liso) y
otro transverso (sistema tubular T), cons-
tituido por invaginaciones profundas de la
membrana celular hacia el interior de la fi-
bra muscular. La evidencia de comunicacion
entre el sistema T y el espacio extracelular
se pone ficilmente de manifiesto mediante
la utilizacién de distintos trazadores. En el
punto de unién de las bandas I y A en los
mamiferos (y en la regiéon Z en los anfibios),
ambos sistemas, longitudinal (reticulo liso) y
transversal (sistema T) se ponen en contacto,
de modo que dos dilataciones saculares del
primero engloban un tdbulo del segundo. A
esta estructura se la denomina triada (ver fi-
gura 14).

Figura 14. Sistema de conduccién del musculo
estriado.

En la figura 15 se representa el sistema tu-
bular y su funcion de transmisiéon de la despo-
larizacién de la membrana hacia el interior de
la fibra muscular, la movilizacién y el posterior
secuestro del i6n calcio, inductor propiamente
de la interaccién de las moléculas de actina y
miosina.

Membrana celular muscular

Llamada también sarcolema. Tiene un gro-
sor de unos 75 A y es de naturaleza lipoproteica.
Constituye una barrera altamente selectiva que
mantiene, por transporte activo, unas condicio-
nes de potasio intracelular de unos 150 mEq/1.
Debido principalmente a esta propiedad de re-
tencién de potasio intracelular, en relacién al
extracelular (unos 5 mEq/D, existe un potencial
eléctrico negativo respecto al exterior celular de
unos 85 mV. Esta diferencia de potencial se lla-
ma potencial de reposo de la membrana. Por
la parte exterior de la membrana celular existe,
ademds, una membrana basal, de unos 500 A,
compuesta por proteinas y mucopolisacaridos.

Nucleos de las células musculares

Los nucleos de la fibra muscular se ob-
servan por debajo de la membrana celular (ver
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Figura 15. Estructura del sistema longitudinal: reticulo endoplésmico (RE) y del sistema tubular (T),
éste Ultimo en comunicacién con el espacio extracelular como consecuencia de su continuidad con
la membrana celular (MC). El conjunto de las dos dilataciones saculares de RE y el tibulo T, a nivel de
la unién de |y A, se denomina triada (TR). En A, bajo la accién del potencial de accién, la membrana
se despolariza y se hiperpolariza (hasta unos 40 mV) alcanzando la triada y liberdndose iones calcio de
los séculos del reticulo endoplasmico. El aumento de la concentracién de calcio desencadena la con-
traccidn muscular. En B, el calcio es transportado nuevamente hacia el sistema tubular con consumo
de ATP y por la accién de una ATPasa. Este mecanismo, en ausencia de un nuevo potencial de accidn,

determina la relajacién de la fibra muscular.

figura 16). Sin embargo, existen otros nucleos,
no separables de los anteriores 6pticamente,
que forman parte de unas células con esca-

Figura 16. Mionucleo (claro) y nicleo de la célula
satélite (oscuro), ésta Ultima queda englobada por
la membrana basal (Martinez-Llorens, J.M.; 2004).

sas organelas y ausencia de filamentos, que
se adosan perfectamente a la fibra muscular y
que incluso quedan englobadas por la misma
membrana basal. A estas células se las denomi-
na células satélites y su presencia es de gran
importancia en los fenomenos de regeneracion
muscular, como lo prueba su gran capacidad
de division celular.

La placa motora

En condiciones normales, la fibra mus-
cular se encuentra inervada por nervios mo-
tores. Distalmente, el nervio mielinico se ra-
mifica en multiples ramas amielinicas, cada
una de las cuales inerva una fibra muscular.
El punto de contacto entre el axén nervioso
y la fibra muscular (union neuromuscular)
es una zona altamente especializada disefa-
da para la rapida transmisién del impulso
desde el axén hasta la fibra. En la zona mus-
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cular, la membrana celular sufre invaginacio-
nes multiples, el citoplasma se dilata por la
presencia de ribosomas, material granular y
algunas mitocondrias, mientras que la mem-
brana basal permanece recubriendo la fibra
en toda su extension. Esta estructura parti-
cular se llama placa motora (ver figuras 17,
18 y 19).

Figura 17. Placa motora donde aparece el apara-
to presinaptico repleto de vesiculas, la hendidu-
ra sindptica que contiene la membrana basal y la
membrana postsindptica con multiples invagina-
ciones.

Figura 18. Técnica de esterasa de acetilcolina que
pone de manifiesto la sinapsis mioneural.

Figura 19. Tincidon mixta de plata y esterasa de la
acetilcolina para poner de manifiesto la inervacion
terminal.

Desde un punto de vista funcional com-
prende una zona presinaptica que libera un
neurotransmisor, la acetilcolina y, probable-
mente, sustancias troficas, y una zona postsi-
naptica que posee en su membrana una molé-
cula a la que es capaz de fijarse la acetilcolina
(receptor de la acetilcolina). Existe, ademas,
un sistema de degradacion del neurotransmisor
constituido por un grupo de enzimas llamadas
esterasas, de las cuales hay una especifica para
la acetilcolina, la esterasa de la acetilcolina, otra
con especificidad para ésteres de colina, y una
tercera de caracteristicas no especificas.

EL POTENCIAL DE ACCION
Y SUS EFECTOS SOBRE
LA CONTRACCION MUSCULAR

La unién de la acetilcolina con su receptor
en el aparato postsinaptico determina la activa-
cién de un transportador asociado que modifica
la permeabilidad de membrana a los iones so-
dio y potasio. Estas variaciones de permeabili-
dad se traducen en variaciones del potencial de
membrana: potenciales de placa motora. Si las
cantidades de acetilcolina son elevadas se pro-
duce una despolarizacion completa con cambio
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de polaridad de la membrana que se denomina
potencial de acciéon. Este potencial puede ser
transmitido a zonas vecinas y por contigiiidad
a toda la membrana de la fibra muscular. La ac-
tuacion de las distintas esterasas determinara,
por otra parte, la destruccién de la molécula de
la acetilcolina, evitando la persistencia de su ac-
cién a nivel del receptor. La despolarizacion de
la membrana se transmite hacia el interior de
la fibra a través del sistema T. La despolariza-
cion a través de las triadas supone un hecho adi-
cional fundamental: la liberacion del i6n calcio
de los sacos laterales del reticulo liso al medio
interfibrilar. El aumento de la concentracion de
calcio a este nivel desencadena la interaccion
actina-miosina, con la consiguiente contraccion
muscular. El proceso de relajacion se consigue
gracias a un mecanismo activo dependiente de
una ATPasa, que comporta el retorno del calcio
al reticulo sarcoplasmatico.

La unidad motora

En condiciones normales, una sola fibra
nerviosa inerva varias fibras musculares. Des-
de un punto de vista funcional, la motoneurona
del asta anterior de la médula espinal, su axén
y las fibras musculares a las que inerva se com-
portan como una unidad, la unidad motora.
La cantidad de fibras musculares inervadas por
una unidad motora es variable, y depende del
grado de precision de los movimientos en cada
musculo. Asi, el miasculo motor ocular externo
tiene nueve fibras musculares por unidad, el
primer musculo lumbrical alrededor de cien,
y el musculo gemelo cerca de dos mil fibras
musculares por unidad. Mediante la aplicacion
de distintos métodos, se han podido estudiar
los campos inervados por una fibra nerviosa
particular. Por ejemplo, la estimulacion repe-
tida y continua de una sola fibra nerviosa da
lugar a la deplecion de sustancias de reserva
de las fibras musculares correspondientes. De
esta manera, la tincion de PAS (acido periodico
Schiff) en secciones de un musculo demuestra
una deplecién de glucégeno en las fibras mus-
culares sometidas a estimulos repetidos. Este

método ha permitido, por otra parte, demostrar
que las fibras musculares pertenecientes a una
unidad motora no estan agrupadas, sino entre-
mezcladas con otras pertenecientes a otras uni-
dades motoras. Las propiedades enzimaticas y
bioquimicas de las fibras musculares dependen
de la fibra nerviosa. Este hecho da lugar a la
segregacion de distintos tipos de fibras muscu-
lares, cuyas propiedades vienen dadas por su
inervacion y otras propiedades, por el contra-
rio, dependeran de la propia fibra muscular.

Energia involucrada en la contraccion
muscular

La contraccion muscular, en todas sus for-
mas, consume energia. Esta energia se obtiene a
partir del ATP que se consume en las diferentes
etapas de: 1) bombeo de iones a través del sar-
colema (potencial de accion); 2) cambios confor-
macionales de la miosina; 3) liberacion y recu-
peracion del calcio por el reticulo sarcoplasmico;
4) unién del complejo troponina-tropomiosina;
5) desplazamiento de los filamentos (contraccion
propiamente dicha); y 6) separacion de las cabe-
zas de miosina (relajacion) (Guyton, A.C. et al,;
2000). La cantidad de ATP (adenosintrifosfato)
contenida en un musculo sélo permite mantener
la contraccion plena durante menos de un se-
gundo. Por ello el ADP (adenosindifosfato), pro-
ducto de su defosforilacion, se refosforila para
formar nuevo ATP en fracciones de segundo. La
energia necesaria para la refosforilacién proviene
esencialmente de dos fuentes. La principal es la
procedente del fosfato de creatina. Este lleva un
enlace fosférico que al romperse libera la ener-
gia que permite fijar un nuevo i6n de fosfato al
ADP. Sin embargo, las cantidades disponibles de
fosfato de creatina también son pequefias (unas
cinco veces las del ATP). Una segunda fuente
de energia puede ser utilizada para reconstituir
tanto el fosfato de creatina como el ATP, y es la
proporcionada por el catabolismo de los alimen-
tos (carbohidratos, grasas y proteinas). La mayor
parte de su energia se libera durante el proceso
de oxidacién, que ocurre casi exclusivamente en
las mitocondrias.
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Capitulo 3

LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS
EN INDIVIDUOS SANOS

GENERALIDADES

El pulmoén es el 6rgano encargado de rea-
lizar el intercambio gaseoso, obtiene oxigeno
del aire y elimina anhidrido carboénico. Este
proceso se denomina respiracion y depende
de la accion de diversos grupos musculares
denominados misculos respiratorios (Blan-
co, M.L.; 2003).

La inspiracién es un proceso activo que
requiere que se produzca un gradiente de pre-
siones. Esto se da por la contraccion de los
musculos inspiratorios. El musculo inspirato-
rio mas importante, en reposo y en sujetos
sanos, es el diafragma. Al contraerse, el con-
tenido abdominal se desplaza hacia abajo y
adelante, y aumenta el didmetro vertical de la
caja toracica. Al mismo tiempo, los bordes de
las costillas se levantan y se desplazan hacia
fuera, y hacen que también aumente el diame-
tro transversal.

Los musculos intercostales externos
e intercostales internos paraesternales, a
su vez, traccionan las costillas hacia arriba y
adelante, e incrementan los didametros late-
ral y anteroposterior del térax. Contribuyen
al esfuerzo inspiratorio de forma progresiva,
sobre todo a medida que aumentan las car-
gas.

Los musculos accesorios de la inspira-
cion comprenden, entre otros, los escalenos,
que elevan las dos primeras costillas; los es-
ternocleidomastoideos, que elevan el esternon
e incluso el dorsal ancho (Orozco-Levi, M. et

al.; 1995).

La espiraciéon se produce de manera pa-
siva durante la respiraciéon en reposo, debido
a las propiedades elasticas del pulmén y de la
pared toricica. Sin embargo, se convierte en
un proceso activo durante el ejercicio y en su-
jetos con cargas ventilatorias aumentadas (p.e.
en la EPOCQ).

Los musculos espiratorios mais impor-
tantes son los de la pared abdominal (recto
del abdomen, oblicuos mayor y menor, y
transverso), que al contraerse producen un
aumento de la presiéon abdominal y empujan el
diafragma hacia arriba. También los misculos
intercostales internos participan en la espira-
cion activa, traccionan las costillas hacia abajo
y adentro, y reducen asi el volumen toracico.

A continuacion se describiran cada uno

de los musculos que participan en el proceso
respiratorio.

MUSCULOS INSPIRATORIOS

Diafragma

El diafragma representa el plano de sepa-
racion de la caja toracica y el abdomen. Es un
musculo estriado cuyas fibras se orientan de
forma radial desde su zona central tendinosa a
las estructuras 6seas de la periferia (ver figura
20). Al ser comparado con musculos periféri-
cos muestra una mayor tolerancia a la fatiga y
mayor flujo sanguineo, densidad capilar y ca-
pacidad oxidativa (Brooke, M.H. et al.; 1969).
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Figura 20. Diafragma, vista superior, modificado
de Testut, L. et al.; 1969c.

Su contraccion produce un descenso de su cu-
pula que lleva a un aumento de los diametros
anteroposterior y transverso de la caja toraci-
ca. El diafragma se contrae casi exclusivamen-
te durante la inspiracion (Epstein, S.K.; 1994).
Cuando se acorta, el tendon central se mueve
hacia abajo y actia como un piston, y aumenta
la presion negativa intratoracica y la positiva in-
trabdominal, (ver figura 21). El diafragma de un
adulto sano tiene un 80% de fibras resistentes
a la fatiga (Rochester, D.F.; 1985) que lo capa-
citan para realizar trabajos de baja intensidad
pero de larga duracion. El término diafragma
engloba en realidad lo que serian dos musculos
intimamente relacionados y unidos a través del
tendon central: el costal y el crural (De Troyer,
A. et al.; 1981). Esta diferenciacion se hace no
s6lo desde un punto de vista anatéomico sino
también teniendo en cuenta su origen embrio-
logico, su inervacién y su funcién (Gibson, G.J.;
1989). Estudios experimentales con estimula-
cion selectiva han demostrado que ademas se
activan en forma diferente y que cada uno in-
duce cambios conformacionales particulares en
la caja toracica (De Troyer, A. et al.; 1982).

El diafragma costal se origina en el ten-
don central y se inserta en el apéndice xifoides
(fibras esternales) y porcion interna de las alti-

Figura 21. Vista antero-posterior del diafragma,
modificado de Testut, L. et al.; 1969c.

mas seis costillas inferiores y cartilagos costales
correspondientes (fibras costales). Se divide en
dos partes, hemidiafragma derecho e izquier-
do, cada una con forma de cilindro eliptico con
cupula curvada y de convexidad cefalica. Estas
partes pueden actuar en forma casi indepen-
diente (Orozco-Levi, M.; 1995). La mayoria de
las fibras del diafragma costal corren orientadas
radialmente en sentido longitudinal, de arriba
hacia abajo, y con lineas de tensién que se pro-
yectan en serie (Whitelaw, W.A.; 1987). El dia-
fragma crural se origina también en el tendon
central pero se inserta en las tres primeras vér-
tebras lumbares. La disposicion de sus fibras es
mas compleja. Algunas se orientan radialmente
hacia los ligamentos arqueados para insertarse
en las apofisis transversas de la tercera vértebra
lumbar y costillas inferiores. Otro grupo de fi-
bras mas posteriores se inserta en la porcién an-
terolateral del cuerpo de las primeras vértebras
lumbares. En el hiato esofagico, las fibras crura-
les se entrecruzan para formar parte del esfinter
esofagico inferior (Mittal, R.K. et al.; 1988).



Los miisculos respiratorios en individuos sanos

Dimensiones del musculo diafragma. En
la tabla 3 se resumen los valores medios de las
principales dimensiones anatémicas del diafrag-
ma humano, estudiado a partir de modelos de
necropsia. La masa muscular propiamente dicha
corresponde a un 95% del peso total del diafrag-
ma. En individuos sanos (Arora, N.S. et al.; 1982)
se ha encontrado una férmula de prediccion del
peso de este musculo en relacion con el peso
corporal total, a partir de una recta de regresion
definida por:

MMD (g) = 4,18 x peso corporal (kg) - 21,8

Donde MMD representa la masa muscular
del diafragma. También el grosor, como el area
del diafragma, esta en relacion lineal con el
peso corporal total en individuos sanos (Cas-
key, C.I. et al.; 1989; Rochester DF.; 1992). Al-
gunas técnicas no invasivas, como la ecografia
transparietal, a nivel de la zona de aposicién
del diafragma con la pared costal han permiti-
do definir, ademas, que el grosor del diafrag-
ma guarda una relacion directa y lineal con el
volumen pulmonar en seres humanos (Orozco-
Levi, M. et al.; 1995).

TABLA 3. VALOR MEDIO DE LAS DIMENSIONES
DEL DIAFRAGMA EN INDIVIDUOS SANOS

(AMERICAN THORACIC SOCIETY.; 1995; BATE-SMITH, E.C. ET AL.; 1947; JEEJEEBHOY, K.N.; 1994)

VARIABLE MAGNITUD
Peso 280 g
Masa muscular 260 g
Grosor 35 mm
Area del tend6n central 150 cm?
Area muscular 750 cm?
Didmetro coronal 40 cm
Didmetro sagital 25 cm

La mayor parte de la informacion dispo-
nible respecto a las dimensiones del diafrag-
ma ha sido obtenida a partir de piezas necrop-
sicas, y hacen énfasis en las caracteristicas del

diafragma costal. El diametro transverso de
este musculo escindido (aproximadamente 12
horas después del fallecimiento del paciente)
es practicamente igual a la longitud del arco
transverso del diafragma antes de su extrac-
cion (Bate-Smith, E.C. et al.; 1947). Esto sugie-
re que el diafragma se contrae poco una vez
es resecado. Aunque la magnitud de un po-
tencial artefacto de contracciéon consecuente
al rigor mortis no se ha controlado en los es-
tudios antes mencionados, esta bien estable-
cido que el muasculo esquelético tiende mas a
adquirir rigidez que a acortarse (Bate-Smith,
E.C. et al.; 1947).

Vascularizacion del musculo diafrag-
ma. El aporte sanguineo al diafragma de-
pende de las arterias mamaria interna,
intercostales y frénicas (superiores e in-
feriores) (ver figura 22). Estas se anastomo-
san para minimizar el riesgo de isquemia
durante las situaciones de reduccion del flujo
(Comtois, A. et al.; 1987). Si éste es inadecua-
do puede aparecer fatiga o fracaso mecanico

Figura 22. Irrigacion del diafragma, modificado
de Testut, L. et al.; 1969c.
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del diafragma mientras que su restauraciéon o
aumento puede revertir o evitar el deterioro
(Supinski, G. et al.; 1988). El flujo sanguineo
se incrementa progresivamente durante las
situaciones de sobrecarga, pero alcanza una
meseta cuando el indice tensién-tiempo (TT))
del musculo oscila alrededor de 0,2. A medida
que la relacion entre el tiempo inspiratorio y
el tiempo total del ciclo (T,/T,,,;) aumenta, el
tiempo de relajacion del musculo disminuye.
Por ello hay menor tiempo disponible para la
perfusién, ya que la presiéon hidrostatica de
las fibras musculares contraidas tiende a co-
lapsar los pequenos vasos interfibrilares. (Be-
llemare, F. et al.; 1983).

Inervacion del musculo diafragma.
Proviene de los mervios frénicos izquierdo
y derecho (raices nerviosas de C3 a C5). La
eficiencia de la contraccion del diafragma re-
quiere que haya una correcta aferencia de la
informacion respecto a la carga y posicion del
musculo. Sin embargo, el diafragma posee muy
pocas terminaciones propioceptivas. Por ello,
se asume que la compensacion diafragmatica
ante las cargas esté mediada mas por estruc-
turas intrinsecas, como el aparato de Golgi en
el tendon central, que a través de un verdade-
ro feed-back mediado por via neural (Bruce,
E.N.; 1979). Algunos autores han propuesto la
existencia de una via refleja frénico-frénica o
a través de los nervios intercostales (Jammes,
Y. et al.; 1986). Por otra parte, se ha descrito
recientemente que la activacion del hemidia-
fragma izquierdo es de diferente magnitud a la
del derecho (Galdiz, J. et al.; 1995). La integra-
cion de las senales aferentes desde diferentes
grupos musculares es importante para la co-
ordinacién de la contracciéon muscular. La dis-
nea puede aparecer asociada con la magnitud
de tension que detectan los mecanoreceptores
en el misculo. Dado que se ha evidenciado la
existencia de husos musculares anémalos en
el diafragma, se ha propuesto que éstos po-
drian enviar informacién errénea a los centros
de control de la respiracion y contribuir a un
incremento en la sensacion disnéica (Serisier,
D.E. et al.; 1982).

Estructura celular del musculo diafrag-
ma. Tanto desde el punto de vista embriol6gi-
co como morfolégico y funcional, el diafragma
es un musculo esquelético estriado. No obstan-
te, su actividad es continua y esencial para la
vida, por lo que posee unas caracteristicas es-
pecificas. Comparandolo con los musculos de
los miembros, las fibras del diafragma tienen
una mayor tolerancia ante la fatiga, mayor flujo
sanguineo, mayor capacidad oxidativa y mayor
densidad capilar (Edwards, R.H.T. et al.; 1986).
El diafragma se compone de numerosas unida-
des motoras. Cada una de ellas incluye cientos
de fibras de uno de los tres tipos clasicos (I,
IIa y IIx) (Dubowitz, V. et al.; 1973). El dia-
fragma de individuos adultos sanos contiene
aproximadamente un 80% de fibras resisten-
tes a la fatiga (55% de tipo I, 25% de tipo IIa)
comparado con el 40% de los musculos de las
extremidades (Rochester, D.F.; 1985). Ademas,
las fibras del diafragma tienen un mayor con-
tenido mitocondrial que el mismo tipo de fibra
de los musculos de las extremidades (Edwards,
R.H.T. et al.; 1986). Mas que una simple dife-
rencia histolégica, el tipo de fibra determina
el rango de posibles respuestas contractiles.
Los musculos con altas proporciones de fibras
tipo I estan mejor equipados para esfuerzos
sostenidos de baja intensidad, mientras aque-
llos con predominancia de tipo II son 6ptimos
para desarrollar trabajo de alta potencia pero
corta duracion. En los musculos respiratorios
se combinan estas dos propiedades, y permi-
ten asi tanto la resistencia a la fatiga necesaria
para movilizar durante toda la vida el volumen
corriente como la ejecucion de actividades de
alta demanda (p.e. ventilaciéon durante el ejer-
cicio, suspirar o toser). La proporcion de cada
tipo de fibras en un musculo es dinamica, pues
puede cambiar en respuesta a diversos facto-
res. Entre estos, la edad, el estado nutricional
protéico-calérico, el entrenamiento fisico y la
sobrecarga cronica (mecanica o ventilatoria)
del sistema respiratorio (Epstein, S.K.; 1994).
Por otra parte, el diafragma difiere funcional-
mente de otros musculos en cuanto se contrae
ante cargas resistivas (vias aéreas) y elasticas
(pared toracica y pulmones) mis que ante fuer-
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zas de inercia. Ademas, su posicion de reposo
esta determinada por el equilibrio de las fuer-
zas elasticas del torax y de los pulmones.

Los musculos intercostales externos

Estos son musculos delgados que se en-
cuentran situados en el plano mas superficial
de los espacios intercostales. Sus fibras es-
tan orientadas de forma oblicua hacia la li-
nea media anterior. (ver figura 23) Su accion
inspiratoria se fundamenta en la capacidad de
traccionar la costilla inmediatamente inferior
en sentido caudo-cefalico y aumentar asi el
diametro del térax. La irrigacion del muasculo
intercostal externo es escasa, recibe finas arte-
riolas de la arteria intercostal o de sus ramas.
Esta inervado en su parte posterior por ramos
cortos del nervio intercostal, algunas veces

Intercostal
externo

Figura 23. Vista antero-lateral de los musculos in-
tercostales externos, modificado de Testut, L. et
al.; 1969f.

por un filete mas largo que se desprende de la
parte posterior del espacio intercostal (Testut,
L. et al; 1969h). Al igual que el diafragma,
presenta un predominio de fibras tipo I (60%).
Del 40% de fibras tipo II un 25% correspon-
de a las de tipo IIx (Hards, J.M. et al.; 1990;
Jimenez-Fuentes, M.A. et al.; 1998; Martinez-
Llorens, J. et al.; 2002).

Los misculos intercostales paraesternales

Estos musculos corresponden a la por-
cion condro-esternal bilateral de los musculos
intercostales internos. Su activa participacion
durante la fase inspiratoria ha sido compro-
bada electromiograficamente. Su contraccion
contribuye al acortamiento de los espacios in-
tercostales y a la elevacion de las costillas. En
ausencia de enfermedad se ha encontrado que
un 50-60% de sus fibras corresponden a tipo
I y un 40-50% a fibras tipo II (Kelsen, S.G. et
al.; 1993).

LOS MUSCULOS ESPIRATORIOS

La espiracion es un fenomeno pasivo, al
menos en condiciones de reposo y en ausencia
de enfermedad. Sin embargo, en condiciones
de ejercicio o en presencia de enfermedades
obstructivas del flujo aéreo, los musculos in-
tercostales internos (salvo los paraesterna-
les) y los de la pared abdominal (transver-
so, recto anterior, y oblicuos mayor y me-
nor) (ver figura 24), se reclutan y activan con
tal de incrementar la presion intratoracica y
abdominal, descender las costillas y desplazar
al diafragma en sentido cefalico. Todo ello se
traduce en la posibilidad de realizar esfuerzos
espiratorios como la tos, el estornudo, o la es-
piracién contra una sobrecarga mecanica (p.e.
broncoespasmo); inclusive se ha involucrado
la accién de los musculos espiratorios en la
aparicion de PEEPi (presion intrinseca positi-
va al final de la espiracion) (Ninane, V.; 1997).
Esta contraccién espiratoria podria disminuir
el trabajo del diafragma al iniciar la siguiente
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inspiracion a partir del retroceso elastico del
sistema. Por su parte, los musculos abdomina-
les e intercostales internos han sido menos es-
tudiados. Datos de nuestro grupo demuestran
que el oblicuo externo del abdomen muestra,
en promedio un 30-60% de fibras tipo 1 (Her-
nandez, N. et al.; 2001; Ramirez-Sarmiento, A.
et al.; 2000).

Recto anterior

Oblicuos

Figura 24. MUsculos espiratorios de la pared ab-
dominal, modificado de Testut, L et al.; 196%b.

MUSCULOS ACCESORIOS
DE LA RESPIRACION

La mayoria de los musculos de la region
del cuello, cintura escapular y region superior
del torax participan en la inspiraciéon durante

circunstancias especiales. Entre ellos destacan
los musculos escalenos, que se extienden des-
de las apdfisis transversas de las dltimas cinco
vértebras cervicales hasta la superficie anterior
de la primera y segunda costillas. Su contrac-
cion colabora con el ascenso de las costillas
superiores y se evidencia como la retraccion
del cuello y espacio supraclavicular durante la
inspiracion forzada. También el miusculo es-
ternocleidomastoideo, que se extiende desde
la apdfisis mastoides hasta la parte anterior del
torax, y se inserta en la clavicula y esternon.
Su contraccion igualmente ayuda a la elevacion
de la caja toracica superior. El masculo dorsal
ancho, a su vez, se extiende desde la cara ex-
terna de las ultimas cuatro costillas, la cresta
iliaca y apofisis espinosas de las ultimas vér-
tebras dorsales y lumbares hasta la corredera
bicipital del himero. Si se fija en este lugar, su
contraccion colabora con la elevacion de las
costillas y ayuda en la inspiracién.

TECNICAS PARA LA EVALUACION
FUNCIONAL DE LOS MUSCULOS
RESPIRATORIOS

En los ultimos anos se ha hecho énfasis
en la evaluacién funcional de los musculos
respiratorios en seres humanos justificada por
motivos clinicos y de investigacion. A continua-
cion se describen una serie de fundamentos
técnicos y recomendaciones practicas sobre la
metodologia de evaluacion funcional (fuerza y
resistencia) in-vivo y no-invasiva de los muiscu-
los respiratorios en seres humanos. El resumen
de estos conceptos ha estado basado en la ex-
periencia de mas de una década de la Unitat
de Recerca en Miuscul i Aparell Respiratorio
del Hospital del Mar - IMIM en este tipo de
evaluaciones funcionales. Este apartado incluye
las bases fisiologicas y fisiopatologicas de los
cambios en la funcion de estos musculos en
pacientes con enfermedades respiratorias.

La aplicacién de estas técnicas abarca tan-
to la evaluacion clinica de pacientes seleccio-
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nados como el baremo de criterios para la asig-
nacién de estrategias especificas de interven-
cion (p.e. entrenamiento inspiratorio, entrena-
miento espiratorio, tratamiento anabolizante,
intervencion nutricional, etc.). En este sentido,
una de las propuestas actuales es la asignacion
de los esquemas de entrenamiento muscular
de acuerdo a los resultados de las pruebas de
funcién muscular respiratoria. Especificamente
se ha sugerido hacer entrenamiento de fuerza
(cargas elevadas, corta duracion) o de resisten-
cia (cargas moderadas, periodos prolongados)
en aquellos pacientes que tengan deteriora-
da una u otra caracteristica. De esta forma la
asignacion de los esquemas de entrenamiento
podran ser personalizados de una forma mas
racional, se optimizan los recursos, y se incide
de una forma especifica sobre las prioridades
que denota la disfuncién muscular de cada pa-
ciente.

La eventual realizacion de estudios epide-
miolégicos multicéntricos permitiria evaluar el
valor predictivo de la funcién muscular respira-
toria respecto al deterioro funcional global, ca-
lidad de vida e inclusive mortalidad de pacien-
tes con enfermedades respiratorias cronicas.

Existen diversas técnicas que permiten la
valoracién funcional del diafragma, teniendo
en cuenta las propiedades de fuerza y resis-
tencia. La fuerza se define como la tension
(o trabajo) maximos que un musculo puede
generar. En el caso del diafragma sera equiva-
lente a la presion maxima que puede producir
en una inspiraciéon forzada maxima. Gene-
ralmente se evalia durante contracciones tan-
to isométricas como anisométricas que, desde
el punto de vista funcional, son tipicamente
anaerdbicas. La resistencia incluye el con-
cepto de tiempo durante el cual un muscu-
lo puede generar una tensiéon (o trabajo) de
determinada magnitud antes de desarrollar
fatiga. Es evaluada con maniobras dinami-
cas durante periodos determinados. Desde
el punto de vista funcional, estas maniobras
pueden ser mixtas o predominantemente ae-
rébicas segun el caso.

Pruebas para evaluar la fuerza de los
musculos respiratorios

La fuerza de los musculos respiratorios se
evalda con dos grupos de técnicas, clasificadas
segun la naturaleza de la maniobra que se eje-
cute. Las maniobras respiratorias isométri-
cas (o estaticas), denominadas asi porque no
se acompanan de flujo aéreo, implican ejecu-
cion de la contracciéon muscular a isovolumen
pulmonar. Permiten evaluar los musculos res-
piratorios durante una contraccion isométrica.
Las maniobras dinamicas (anisométricas)
son aquellas que se realizan con la via aérea
permeable, lo que permite establecer flujo aé-
reo. Para ambos grupos de maniobras, la me-
dicion de los cambios de presion se puede rea-
lizar a cualquier volumen pulmonar.

La técnica mas clasica para evaluar la fuer-
za de los musculos respiratorios es la medicion
de las presiones inspiratorias maximas du-
rante una maniobra de Miiller. La presion ins-
piratoria maxima puede ser medida en nariz,
en boca (PI_,) (Black, L.F. et al.; 1969; Mo-
rales, P. et al.; 1997; Wilson, D.O. et al.; 1985)
(ver figura 25), o en eséfago (Pes,, ) y suele
obtenerse a partir de una espiracion maxima
(RV: volumen residual). La medicidon en nariz
o boca presenta como ventajas que no es inva-

o i e = g

Figura 25. Registro de presién inspiratoria maxi-
ma en boca (Pl

max)'
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siva, es sencilla de realizar, es aceptablemente
reproducible y cuenta con la posibilidad de uti-
lizar manémetros ya comercializados. No obs-
tante, todas las maniobras estan directamente
asociadas al grado de colaboracién y apren-
dizaje por parte del individuo. Para solventar
ésto ultimo se puede utilizar la técnica de es-
timulacion eléctrica del nervio frénico, centros
cervicales o cortex cerebral.

La sefial producida se conoce como pre-
sion inspiratoria twitch (Mier, A. et al.; 1989).
Ademas, se puede utilizar la técnica de esti-
mulaciéon magnética, que puede asegurar la
estimulacion del tronco nervioso sin aplicar
altos voltajes sobre la piel. (Man, W.D. et al.;
2004).

Es importante resaltar que la medicion de
la PI, no permite discriminar la participacion
de los diferentes grupos musculares de la ins-
piracion (p.e. diafragma frente a accesorios).
Por otra parte, tanto la PI_,_como la Pes_,_
pueden verse interferidas por la contraccion de
musculos extratoricicos (p.e. buccinadores).
Con el objetivo de disminuir la variabilidad
intraindividual se ha propuesto repetir las ma-
niobras varias veces hasta obtener tres valores
de presion que no difieran mas de un 5%, to-
mando a continuacién el mas alto. También se
ha sugerido disminuir las fugas con boquillas
especiales y controlar con las manos del inves-
tigador la utilizacién de la musculatura de las
mejillas (Mayos, M. et al.; 1991).

En sujetos sanos la PI_, esta fundamen-
talmente determinada por seis factores: la
edad, sexo, desarrollo muscular global y las
relaciones fuerza-longitud, fuerza-frecuencia y
fuerza-velocidad de los musculos inspiratorios
(Rochester, D.F. et al.; 1983).

Para valorar especificamente la fuerza del
diafragma se requiere la medicién de la pre-
sion transdiafragmatica (Pdi). Dado que la
contraccion de este musculo genera simultinea-
mente cambios de presion en el térax (presion
negativa) y el abdomen (presion positiva), la di-

ferencia de estas dos representa exclusivamente
la presion generada por el diafragma, asi:

Pdi = Pga - Pes

Donde Pga es la presion gastrica y Pes
la esofagica. El componente esofagico permite
evaluar en conjunto la funciéon de los masculos
inspiratorios, mientras que el indice Pes/Pdi
representa la fraccion de Pdi que se traduce en
presion pleural. La medicion de estas presio-
nes en seres humanos se realiza habitualmente
con dos sondas que incorporan un balén dis-
tal. Uno se sitda en la luz esofagica y otro en
la cavidad gastrica (ver figura 26). Las sondas
se colocan a través de la nariz y se conectan a
sendos transductores de presion y a un sistema
de registro (Laporta, D. et al.; 1985). También
pueden colocarse sondas ya dotadas de trans-
ductores en sus extremos.

Figura 26. Imagen simulada de una determina-
ciéon de Pdi, con las sondas situadas en eséfago
y estébmago.

La fuerza que el diafragma es capaz de
generar en una contraccion maxima (Pdi,, )
se evalia especialmente durante la ejecucion
de maniobras inspiratorias maximas (Gea, J.
et al.; 1993a; Gea, J. et al.; 1993c; Laporta, D.
et al.; 1985). Las maniobras mas utilizadas con
este objetivo son:
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® Maniobra de inspiracion forzada con
via aérea permeable. La mas conocida es la Pdi-
maxsmisi- ESta técnica es sencilla (Laroche, C.M. et
al.; 1988) y en enfermos evaluados en nuestro
laboratorio no ha mostrado diferencias con la
Pdi usando la maniobra de Muller (Pdi,_,,  viner)-
Asimismo, aparece como la mas reproducible
en pacientes con EPOC (Aran, X. et al.; 1992b).

® Maniobra de inspiracion mdxima has-
ta capacidad pulmonar total. (Total Lung Ca-
pacity [TLC], sigla en inglés) Es la llamada Pdi-
maxLce SU principal desventaja es la dificultad
para ser realizada por pacientes.

® Maniobra de inspiracion forzada con-
tra la via aérea cerrada. Es en realidad una
maniobra estatica (Maniobra de Miiller) y es
conocida como Pdi_, i REpresenta la fuer-
za generada durante la contraccién isométrica
del diafragma. Algunos autores incluyen un
esfuerzo expulsivo abdominal simultineo o la
colocacién de bandas o cinturones en el ab-
domen. Aunque de estas formas la Pdi puede
tener valores absolutos mayores, existen dudas
sobre su significado fisiologico.

Las principales desventajas de las técnicas
descritas para la medicion de la Pes y Pdi estan
representadas por los caracteres invasivo de su
mediciéon y voluntario de las maniobras. Para
lo primero, algunos autores han propuesto la
medicion de la PI_, en nariz (Héritier, F. et al.;
1992), boca o nasofaringe (Mulvey, D.A. et al.;
1991) como alternativas a la medicion de la Pes
con los métodos convencionales. Para lo segun-
do, se han disenado técnicas de estimulacion
externa para inducir contraccion del diafragma.
Similar a lo referido anteriormente, la Pdi,_,,
permite evaluar la fuerza del diafragma con un
estimulo externo (eléctrico o magnético) del
nervio frénico o de los centros respiratorios, sin
que se requiera una maniobra voluntaria por
parte del sujeto (Gea, J. et al.; 1993b). Los ner-
vios frénicos pueden ser estimulados magnéti-
camente de tres diferentes formas: 1) Estimula-
cion cervical magnética (CMS, sigla en inglés)
fue la primera en ser descrita (Similowski, T. et
al.; 1989) y consiste en aplicar un estimulador
circular sobre la nuca, centrado aproximada-

mente a nivel de la apdfisis espinosa de la sépti-
ma vértebra cervical. 2) Estimulacion magné-
tica anterior (AMS, sigla del inglés) se disend
para obtener contraccion diafragmatica bilateral
(Polkey, ML.I. et al.; 2000) y 3) Estimulaciones
magnéticas anterolaterales del nervio fré-
nico, tanto unilateral como bilateral (UMS vy
BAMPS, de las siglas en inglés) (Man, W.D. et
al.; 2002; Mills, G.H. et al.; 1996). En la figura
27 se pueden apreciar la manera como se rea-
lizan las técnicas anteriormente mencionadas.
Una ventaja adicional es que permiten evaluar
tanto la contraccién global como la de un sélo
hemidiafragma, segin sean uno o dos los cen-
tros o nervios estimulados. Desde un punto de
vista funcional, los valores de la Pdi,, i SON
aproximadamente un 20% menores que los de la
Pdi,, . Martinez-Llorens, J.M. et al.; 20006).
Nuestro grupo ha sugerido la determinacién de
la Pes, Pga y Pdi tanto durante maniobras de
espiracion forzada (PE como de tos (Pes,,

max)

Pga,, Pdi,) (Gallart, L. et al.; 1995) dentro
de las técnicas de evaluacién de la fuerza de
los musculos respiratorios. La relevancia clinica
de estas determinaciones es todavia motivo de
estudio, pero parecen reflejar una participacion
activa del diafragma en el esfuerzo expulsivo
tusigeno (Aguar, M.C. et al.; 1994).

') X
Figura 27. Diferentes técnicas de estimulacién

magnética del nervio frénico, modificado de Man,
W.D. et al.; 2004.
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Evaluacion de la reserva funcional
de los musculos respiratorios deducida
a partir de las mediciones de fuerza

Se han disefiado diversos métodos que
tratan de evaluar el estado funcional y riesgo
de desarrollar fatiga de los musculos respirato-
rios. Estos métodos pueden aplicarse bien sea
en condiciones de sobrecarga ventilatoria o de
debilidad muscular, y tanto en individuos sa-
nos como en enfermos (p.e. EPOC, patologias
neuromusculares). Las mas utilizadas son:

Técnicas basadas en la mecdanica de
contraccion. En primer lugar, el indice ten-
sion-tiempo (TT). Incluye las dos variables que
determinan el trabajo muscular: la tensién o
fuerza generada y la duracién de la misma. Este
indice ha sido claramente definido para muascu-
los de las extremidades. Por extension, para los
musculos inspiratorios viene determinado por
una hipérbola generada a partir de la formula:

TT, = (PI/PL,,,) % (T\/Tyqy)

Si se determinan los cambios de presion
intratoracicos con sonda esofagica, la féormula
seria:

TT, = (Pes/Pes,, ) X (T/T o)

Esta misma puede ser aplicada tanto para
la evaluacion especifica del estado funcional
del diafragma (di), segun el enunciado:

TTdi = (Pdi/Pdi,_ ) X (T,/T o)

Tal y como se deduce de estas formulas,
el primer cociente expresa la magnitud de ten-
sion que el (los) musculo(s) genera(n) en cada
contraccion en relacion a su capacidad maxima.
Cuando este cociente aumenta, la reserva del
musculo disminuye. El segundo cociente expresa
la duracién de la contracciéon muscular en cada
ciclo respiratorio. La diferencia con la unidad
expresa el tiempo disponible para la relajacion
muscular. Cuando este cociente aumenta, hay

un menor tiempo para la perfusion del muasculo.
Por ello la reserva también disminuye. En indivi-
duos sanos y en condiciones basales, el TTdi os-
cila alrededor de 0,02. En pacientes con EPOC o
patologia neuromuscular el valor puede ser 2 a 5
veces mayor. A partir de trabajos experimentales
se ha logrado definir que un TTdi mayor a 0,15
es practicamente imposible de mantener por pe-
riodos mayores de 1 hora. Por ello, y aunque el
TTdi no permite diagnosticar fatiga muscular, si
permite valorar la situacion funcional del mus-
culo y estimar el riesgo a desarrollarla.

Otro método para la evaluacion de la re-
serva ante la fatiga es el indice de relajacion
maxima (MRR, sigla en inglés). Se conside-
ra uno de los indicadores mas precoces de los
cambios que se suceden en la dinamica de la
fatiga muscular. Se basa en el hecho fisiol6gico
de que la relajacion muscular es un fenémeno
activo, que consume energia, y es labil a las
modificaciones del medio intracelular (pH, ni-
veles de ATP, etc.). El MRR se define como el
porcentaje de caida maxima de la presion me-
dida en los primeros 100 mseg de la relajacion
muscular (Aran, X. et al.; 1992a; Esau, S.A. et
al.; 1983b; Esau, S.A. et al.; 1983a).

Recientemente nuestro grupo ha propuesto
un método no invasivo para efectuar una aproxi-
macién al MRR del diafragma al utilizar la ul-
trasonografia a través de la pared toracica en
la zona de aposicion del misculo (Orozco-Levi,
M. et al.; 1995). Permite evaluar el grosor del
diafragma costal (estado tréfico) y sus cambios
durante la contraccién vy la relajacion (dinamica
de contraccién). Desde un punto de vista clinico
tiene como ventaja su cardcter no-invasivo, re-
producible y de poder realizarse en la cabecera
del paciente, segun el caso. Los resultados expe-
rimentales en sanos han demostrado que la rela-
jacion del diafragma describe un deterioro pro-
gresivo (enlentecimiento de la relajacion) cuan-
do se respira ante cargas externas, y alcanza un
valor minimo en el momento de la claudicacion.
Esto ha hecho suponer que la técnica puede ser
utilizada en la evaluacién de la mecdnica del
diafragma y su reserva funcional en enfermos
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en falla ventilatoria aguda o en protocolos de
destete de la ventilaciéon mecanica. No obstante,
los estudios clinicos ain estan en desarrollo.

Técnicas basadas en las seiiales elec-
trofisiologicas. Entre ellas la mas conocida es
el indice de altas/bajas frecuencias (indice
H/L, sigla en inglés), medido sobre la senal
electromiografica (EMG). Este indice disminu-
ye y tiende a invertirse precozmente cuando la
dinamica de la fatiga muscular se ha iniciado
(Moxham, J. et al.; 1982). La deteccion de sena-
les EMG adecuadas y su procesamiento no son
sencillos, pero recientemente se ha disenado
un sofisticado sistema experto para optimizar
el analisis (Sinderby, C. et al.; 1995).

Técnicas basadas en la serial vibrato-
ria de la contraccion. La contraccion mus-
cular genera unas sefales vibratorias de baja
frecuencia cuyo estudio y andlisis se conoce
como fonomiografia o vibromiografia. La res-
puesta de los transductores (acelerometros) es
proporcional a la aceleracion del sistema, por
lo que se supone que la senal obtenida puede
reflejar los movimientos respiratorios genera-
dos por la contraccion de diversos musculos.
Recientemente se ha validado en modelos ani-
males la utilizacion de acelerometros de super-
ficie para monitorizar la actividad del diafrag-
ma comparandolos con otras técnicas (medi-
cion de Pdi, electromiografia (EMG)) (Fiz, J.A.
et al.; 1995). Su aplicacion en seres humanos
podria tener utilidad en la valoracién no inva-
siva de la funcion diafragmatica.

Evaluacion de la resistencia del dia-
fragma y demas musculos inspiratorios. La
resistencia muscular se refiere a la capacidad
que tienen los musculos para generar y man-
tener un nivel determinado de tension o traba-
jo. Esta capacidad depende directamente del
namero de capilares y mitocondrias, asi como
de la capacidad enzimatica oxidativa de cada
musculo. La resistencia de un musculo frente
a un trabajo es el resultado de la compleja bio-
energética muscular. Desde un punto de vista
conceptual, la resistencia estara determinada

por la energia almacenada (E,,,), la energia
liberada (E,,) para los eventos de contraccion
y relajacion, el flujo sanguineo (Q) y el tiempo
de duracién del ejercicio o tiempo limite (T, ),
de acuerdo con la siguiente formula:

Tim= Eupy) 7/ By X Q)

Ademas, el trabajo muscular (W, sigla
en inglés) posible estara representado por la
relacion entre la energia disponible y la efi-
ciencia (Ef), Asi:

W, s =E x Ef

mus ALM

Pruebas generales para evaluar la
resistencia de los misculos respiratorios

Existen varias técnicas para la evaluacion
de la resistencia muscular respiratoria. Algu-
nas son mas especificas que otras y logran
evaluar cada grupo respiratorio con relacioén a
su funcién. Sin embargo, las mas cominmente
utilizadas son las siguientes:

Pruebas de esfuerzo fisico general. Al-
gunos autores han propuesto que las pruebas
de marcha de 6 o 12 minutos, cicloergometria,
cinta rodante o el sentarse/levantarse pueden
evaluar la resistencia de los musculos respira-
torios en los pacientes portadores de EPOC,
asma, secuelas post-tuberculosas u otras en-
fermedades. Su aplicacién esta bien definida
cuando se desea evaluar integramente la adap-
tacion y reserva al esfuerzo fisico general. A
pesar de ello, el caracter multisistémico de
estas pruebas involucra también la participa-
cion del aparato cardiovascular y del sistema
muscular esquelético global, lo cual dificulta la
evaluacion especifica de los grupos muscula-
res inspiratorio o espiratorio.

Pruebas de ventilacion voluntaria maxi-
ma. Estas ultimas corresponden a la maxima
ventilacion que un individuo puede mantener
durante un periodo de al menos 15 segundos,
con una frecuencia respiratoria mayor de 80 por
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minuto. Durante la prueba el paciente se conec-
ta a un neumotacografo que permite registrar el
volumen corriente, la frecuencia respiratoria y el
patron respiratorio durante al menos 12-15 se-
gundos. El paciente debe respirar lo mas rapido
y profundo que le sea posible. Es una maniobra
de caracter volitivo e inespecifica en lo que res-
pecta a la evaluacién funcional muscular, pues-
to que implica el reclutamiento simultaneo de
la musculatura inspiratoria y espiratoria. En pa-
cientes con enfermedades obstructivas como la
EPOC o el asma la variable resultado dependera
de forma importante del grado de obstruccion
del flujo aéreo y no sélo de la funcién muscular.

Pruebas especificas para evaluar la
resistencia de los miusculos respiratorios.

Para evaluar especificamente la resisten-
cia de los musculos respiratorios es necesario
disponer de un circuito diferencial o valvula
de dos vias. Esto permite que la sobrecarga
mecanica se pueda aplicar exclusivamente so-
bre el grupo muscular que se desea evaluar,
inspiratorio o espiratorio segun el caso. El fun-
damento para evaluar especificamente la resis-
tencia muscular respiratoria implica contar con
un sistema de sobrecarga mecanica de estos
musculos y medir la presion maxima tolerada
o el tiempo de aguante, dependiendo de si la
prueba es incremental o no, respectivamente.

Cargas Inspiratorias Incrementales.
Hace cerca de dos décadas se describié un
prototipo de valvula con mecanismo de aper-
tura umbral (Nickerson, B.G. et al.; 1982). Pos-
teriormente, se propuso la evaluacion funcio-
nal de la resistencia muscular inspiratoria al
imponer cargas incrementales cada 2 minutos,
emulando una prueba cicloergométrica (Mar-
tyn, J.B. et al.; 1987). Recientemente, nuestro
grupo ha descrito una valvula con mecanis-
mo de apertura umbral para ser aplicada en
la evaluacion de la resistencia de los musculos
espiratorios (Orozco-Levi, M. et al.; 2001a). La
variable resultado representativa de la resisten-
cia muscular respiratoria esta definida como la

carga maxima (en términos de presion) contra
la que el individuo es capaz de respirar al me-
nos un minuto antes de claudicar. Este valor se
ha definido como carga o presion maxima to-
lerada (PMT, en cmH,0) o sostenible (SIP, del
inglés sustainable inspiratory pressure, o SEP,
de sustainable expiratory pressure) (ver figura
28). En sujetos normales la PMT corresponde
aproximadamente al 60% de la PI__ o PE___,
segun el caso. Se ha demostrado que la PMT
puede ser un 50% mayor si la carga inspirato-
ria es aplicada en forma progresiva (p.e. 50 g.
cada 2 minutos) que si se instaura inicialmen-
te. Para la ejecucion de la prueba el individuo
se coloca en posicion sedente, con una pinza
de obstruccion nasal y respira espontaneamen-
te a través de una boquilla de tipo submarinis-
ta. Esta boquilla se conecta a la valvula de dos
vias que permite independizar los dos circui-
tos, inspiratorio y espiratorio, mientras se re-
gistra de forma continua la presion generada a
nivel de la boca en cada esfuerzo respiratorio.
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Figura 28. Registro de PMT inspiratoria.

Cargas Inspiratorias Constantes. Se pro-
puso aplicar cargas submaximas constantes
para realizar la evaluacion de la resistencia de
los musculos inspiratorios (Fiz, J.A. et al.; 1998)
(ver figura 29). Consideramos que el ejercicio
ante carga constante ofrece una informaciéon
complementaria a la que se obtiene con la an-



Los miisculos respiratorios en individuos sanos

terior prueba incremental. Probablemente la
carga constante sea la prueba por excelencia
que mejor refleja un ejercicio de resistencia. La
variable resultado se interpreta en términos de
tiempo (minutos) durante el cual el individuo
es capaz de respirar ante la carga impuesta. Se
conoce como tiempo de aguante o limite (T}, ).
El paciente debe estar en posicion sedente, c6-
modo, utilizando una pinza nasal y respirando
a través de una boquilla de tipo submarinista
conectada a la valvula de dos vias a través de la
cual se aplicara la carga. En general la carga se
normaliza al 80% de la PMT.

= L = == AT

Figura 29. Registro de Tlim inspiratorio.

Resistencia del grupo de musculos
espiratorios

Recientemente nuestro grupo ha descri-
to un sistema de valvula de apertura umbral
para aplicar cargas espiratorias (incrementa-
les y constantes, segin el caso) y evaluar asi
la resistencia de los musculos espiratorios en
humanos (Orozco-Levi, M. et al.; 2001a; Rami-
rez-Sarmiento, A. et al.; 2002a). Algunas enfer-
medades como la EPOC pueden tener afecta
la fuerza y resistencia de este grupo muscular.
La potencial relevancia clinica de esta altera-
cion es una menor eficacia de la tos y menor
tolerancia ante las cargas adicionales del sis-
tema como sucede durante las agudizaciones.

Algunos trabajos se estan desarrollando sobre
el campo del entrenamiento muscular espirato-
rio, y sus resultados demuestran que puede te-
ner aplicabilidad practica también en la terapia
(Ramirez-Sarmiento, A. et al.; 20006).

Interpretacion de las pruebas
de resistencia muscular respiratoria:
la claudicacion y sus criterios

Uno de los puntos mas criticos para consi-
derar valida una prueba de esfuerzo de los mus-
culos respiratorios es el criterio de claudicacion
o finalizacion de la prueba. Involucra, por una
parte, las experiencias del examinador y, por
otra, la funcion muscular propiamente dicha y
el grado de colaboracion del paciente. En este
sentido cabe anotar que las sensaciones que se
precipitan durante la ejecucion de la prueba son
similares a la disnea que se genera durante las
pruebas de esfuerzo general por cuanto inclu-
ye, ademas las variables perceptiales de disnea,
esfuerzo muscular y fatiga. La integracion de to-
dos estos factores es lo que se expresard como
variable resultado en las pruebas de resistencia.
En nuestro laboratorio el final de la prueba lo
determinan variables subjetivas (disnea limitan-
te) y objetivas (evidencia de incapacidad para
continuar abriendo la valvula durante 3 o mas
esfuerzos consecutivos). Uno de los puntos que
representa una linea de investigacion con inte-
rés clinico es la realizacion de estudios para es-
tablecer valores de referencia para las variables
de resistencia muscular respiratoria en relacion
con la edad y género (masculino y femenino)
de individuos sanos. De hecho, las variables de
presion maxima tolerada y limite de tiempo se
analizan convencionalmente en términos de va-
lor absoluto por la ausencia de valores de refe-
rencia publicados. Sin embargo, es habitual que
se hagan normalizaciones expresindolas como
un porcentaje de la PI_, o del valor observado
en sujetos sanos.
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Capitulo 4

LOS MUSCULOS PERIFERICOS
EN INDIVIDUOS SANOS

DEFINICION DEL CONCEPTO
DE “MUSCULOS PERIFERICOS”

Cerca de 650 musculos estriados en los
humanos constituyen el 40% del peso total del
organismo (Testut, L. ef al.; 1969a) y tienen
como funcién contraerse para generar movi-
miento. Esto nos permite levantarnos, cami-
nar, deglutir, respirar, hablar, mirar, gesticu-
lar, agarrar, mantener la postura y producir
calor (Guyton, A.C. et al.; 2000). Para los ob-
jetivos de la presente memoria de Tesis Doc-
toral llamaremos miisculos periféricos a un
grupo heterogéneo de miultiples localizacio-
nes diferentes a tronco y cuello, que incluye
fundamentalmente los musculos localizados
en las extremidades inferiores y superiores. A
continuacion se describiran tres musculos pe-
riféricos que se han evaluado frecuentemente
por su facil estudio funcional, ademas de la
adecuada accesibilidad para la toma de biop-
sias, y realizar entonces estudios celulares y
estructurales en diversas enfermedades que
afectan el tejido muscular.

DELTOIDES

Se llama asi, a causa de su forma trian-
gular (A, letra del alfabeto griego) y abraza
a manera de semicono hueco la articulacion
escapulohumeral. Es a la vez al mas superficial
y el mas voluminoso de los musculos del hom-
bro (Testut, L. et al.; 1969¢) (ver figura 30).

Se inserta por arriba: 1° en el tercio ex-
terno del borde anterior de la clavicula; 2°, en
el borde externo del acromion; 3° en el borde

Deltoides

Figura 30. Vista anterior del musculo deltoides,
modificado de Testut, L. et al.; 196%9b.

posterior de la espina del omoplato en toda su
extension. Desde esta larga linea de insercio-
nes superiores, los fasciculos medios o acro-
miales se dirigen verticalmente hacia abajo; los
fasciculos anteriores o claviculares, oblicua-
mente hacia abajo, afuera y atras; los fasciculos
posteriores, espinales o escapulares hacia aba-
jo, afuera y adelante. Todos convergen hacia la
impresion deltoidea del himero y se insertan
en ella por medio de un fuerte tendon en for-
ma triangular (Testut, L. ef al.; 1969e).

Vascularizacion del deltoides. Esta
dada por la arteria circunfleja posterior.
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El trayecto de las primeras ramas de division
es perpendicular a la direccion de los fasci-
culos. Los ramusculos que de ésta parten,
penetran en el intersticio de los fasciculos
musculares y siguen un trayecto ora ascen-
dente hacia las inserciones escapulares del
musculo, ora descendente hacia la insercion
humeral. Esta arteria siempre recibe un ramo
deltoideo anterior de la arteria humeral y un
ramo deltoideo posterior procedente de la ar-
teria humeral profunda. Accesoriamente, la
acromiotoracica y por excepcion la circunfle-
ja anterior envian algunos ramos deltoideos
(Testut, L. et al.; 1969e).

Inervacion del deltoides. Esti dado por
el nervio circunflejo, que es a su vez rama
del plexo braquial.

El musculo deltoides tiene como prin-
cipal funcion elevar o abducir el brazo.
Ademas, a causa de su oblicuidad en sentido
contrario, los fasciculos anteriores dirigen el
hamero hacia delante y los posteriores hacia
atras. Por la sola accion del deltoides, el brazo
en su elevaciéon no pasaria nunca de la hori-
zontal, porque el himero encuentra el vértice
de la apofisis acromial que lo detiene. La ele-
vacion del himero por encima de la posicion
horizontal resulta de un movimiento de bascu-
la del omoplato en virtud de la cual el angulo
inferior se dirige hacia delante y el anterior ha-
cia arriba. Sirve también para mantener fija la
articulacion del hombro, como el triceps largo.
Tomando como punto fijo el humero, levanta
el tronco (accion de trepar) (Testut, L. et al.;
1969e).

Estructura celular del deltoides en indi-
viduos sanos. En un estudio reciente de nues-
tro grupo, se ha demostrado que en individuos
mayores sanos la proporcién de fibras tipo II
es ligeramente mayor que las de fibras tipo I
(54+17 vs 48+17, respectivamente) (Hernandez,
N. et al.; 2003). Sin embargo, no ha habido di-
ferencias en el promedio del diametro menor
(50,7+8,2 en las fibras tipo 1y 53,610 en las
fibras tipo ID).

TIBIAL ANTERIOR

Es el mas interno de todos los musculos
de la region anterior de la pierna; es un mus-
culo voluminoso, prismatico y triangular, que
se extiende desde la extremidad superior de la
tibia hasta el borde interno del pie (Testut, L.
et al.; 1969b) (ver figura 31).

Tibial anterior

Figura 31. MUsculo tibial anterior, modificado de
Testut, L. et al.; 1969a.

Se inserta arriba: 1°en la tuberosidad an-
terior y en la tuberosidad externa de la tibia,
principalmente en el tubérculo, por lo comin
muy voluminoso y que esta situado entre am-
bas, el cual por este motivo lleva el nombre de
tubérculo tibial anterior; 2°, en la cara ex-
terna de la tibia, en sus dos tercios superiores;
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3° en la parte interna del ligamento interéseo;
4° en la cara profunda de la aponeurosis tibial
que lo cubre; 5° en el tabique fibroso que lo
separa del extensor comun de los dedos del
pie. De estas numerosas superficies de inser-
cion, los fasciculos constitutivos del tibial an-
terior se dirigen verticalmente hacia abajo y se
insertan en la parte inferior de la pierna, en
un tendoén resistente, el cual pasa por debajo
del ligamento anular anterior del tarso y viene
a insertarse a la vez en el primer cuneiforme y
en la extremidad posterior del primer metatar-
siano (Testut, L. et al.; 1969b).

Vascularizacion del tibial anterior. Esta
dada en la parte superior y profunda por los
ramos que recibe de la arteria recurrente ti-
bial anterior. El resto del musculo esta irriga-
do por la arteria tibial anterior.

Inervacion del tibial anterior. Esta dado
por el nervio cidtico popliteo externo y por
el nervio tibial anterior.

El musculo tibial anterior tiene como
principal funcion, al tomar por punto fijo a
la tibia, imprimir tres 6érdenes de movimientos
sobre el pie, como son: 1° lo dobla enérgica-
mente sobre la tibia; 2° lo aproxima a la linea
media; 3° le comunica un movimiento de ro-
tacion hacia adentro. Es, pues, a la vez flexor,
aductor y rotatorio hacia adentro del pie
(Testut, L. et al.; 1969b).

Estructura celular del tibial anterior en
individuos sanos. Se ha demostrado en suje-
tos jovenes, tanto varones como mujeres, que
el porcentaje de fibras tipo I de este musculo
es en promedio de un 77% (Jaworowski, A. et
al.; 2002) con un rango entre 65 a 90%, segin
otros estudios (Henriksson-Larsen, K.B. et al.;
1983; Saltin, B. et al.; 1983).

MUSCULO CUADRICEPS.

Como el objetivo de la presente Tesis Doc-
toral es estudiar la disfuncion muscular periféri-

ca se describe, sobre todo, un muisculo antigravi-
tacional que es necesario para la realizacién de
actividades cotidianas como levantarse, cami-
nar, etc.... Para esto hemos escogido el muiscu-
lo de la region anterior del muslo, denominado
cuadriceps, ya que éste ha sido objetivo de la
inmensa mayoria de estudios publicados, tanto
en pacientes con EPOC como en individuos con
otras entidades tanto fisiologicas (crecimiento,
envejecimiento) como patologicas.

Situado en el plano anterior del muslo
(ver figura 32) el cuadriceps esta constituido
por cuatro fasciculos musculares que, distintos
en su origen superior, se unen hacia abajo para
tomar en la rétula y en la tibia una insercion
comun.

Figura 32. MUsculo cuédriceps, se aprecia el recto
anterior, el vasto interno y externo, modificado de
Testut, L. et al.; 1969b.
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De estos cuatro fasciculos, uno es el deno-
minado recto anterior, que sube hasta la pelvis.
Otros dos llamados vastos, en razén de sus di-
mensiones considerables, se detienen en el fé-
mur. Se les distingue el uno del otro, segin su
situacion, por las denominaciones de vasto in-
terno y vasto externo. El cuarto fasciculo, cono-
cido con el nombre de crural, esta situado por
debajo de los dos vastos, tiene una forma aplana-
da y nace en el fémur. Como su nombre indica,
esta formado por cuatro cabezas que se unen en
un tendén comun (Testut, L. et al.; 1969f).

El vasto interno (ver figura 33), se origi-
na en toda la region que se extiende desde la
linea intertrocantérea, labio medial de la linea
aspera y parte medial de la diafisis femoral.
Visualmente es la porcion del cuadriceps que
llega mas distal en el muslo y que se correla-
ciona medialmente con el sartorio.

Figura 33. Vastos externo e interno del cuédri-
ceps, modificado de Testut, L. et al.; 196%b.

El vasto externo (ver figura 33), se origi-
na en la region que se extiende desde el tro-
canter mayor, labio lateral de la linea aspera y
parte lateral de la diafisis femoral.

Entre el vasto interno y el vasto exter-
no se localiza el crural, que no se puede ver
directamente porque queda profundo respecto
al musculo recto anterior; se origina en las
caras anterior y lateral de la diafisis femoral.

El recto anterior es el inico biarticular
de las porciones que constituyen el cuadriceps.
Se origina en la espina iliaca anterior inferior
(cabeza directa) y en el surco supraacetabular
mediante un tendén arqueado que se denomi-
na cabeza refleja. Las fibras del recto femoral
siguen caudalmente el eje del fémur.

Las cuatro cabezas del cuadriceps se in-
sertan en la base y caras laterales de la rotula
mediante el llamado tendon del cuddriceps.
Algunas fibras de este tendon saltan la rétula
sin tomar insercion (predominantemente las
del recto anterior); otras acaban en la rétula
y las de los vastos medial y lateral se entre-
cruzan. Desde el vértice de la rétula hasta la
tuberosidad tibial se extiende el ligamento ro-
tuliano, donde las fibras anteriormente citadas
se insertan juntamente con algunas que llegan
directas del recto femoral (las que no se inser-
taban en la rétula).

Desde los vastos interno y externo se ex-
tienden unas expansiones aponeurdticas que
describen rectas a ambos lados de la rétula.
Son los retindculos rotulianos medial y la-
teral que se insertan en los condilos respecti-
vos de la tibia. Son dificiles de distinguir den-
tro del entrecruzamiento de aponeurosis de
insercion y fascias en esta region anterior de
la rodilla.

Vascularizacion del cuadriceps. Esta
dada por la arteria del cuddriceps, con ex-
cepcion de la porcion del vasto interno. El
recto anterior tiene dos arterias principales
(superior e inferior). La inferior ocupa una po-
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sicién axial (arteria axil del recto anterior) vy,
accesoriamente, recibe ramos de la circunfle-
ja externa. El vasto externo recibe: 1°, en su
parte superointerna, uno O varios ramos im-
portantes de la circunfleja externa; 2° en su
parte inferior interna, un ramo de la arteria
del cuadriceps y 3° en su parte externa, ramos
perforantes. El vasto interno posee tres arte-
rias: 1*, una superior procedente de la femoral
superficial; 2% una mediana que nace debajo
del conducto de Hunter y 3 una inferior que
nace en el mismo conducto. La porcion cru-
ral tiene dos vasos: uno externo, nacido de la
arteria del cuadriceps, y otro emanado de la
femoral profunda (Testut, L. et al.; 1969f).

Inervacion del cuadriceps. Las cuatro
porciones de este musculo reciben sus nervios
(nervios del cuddriceps) del crural, que es
a su vez una de las dos ramas terminales del
plexo lumbar (Testut, L. et al.; 1969f).

El muasculo cuadriceps tiene como prin-
cipal funcion extender la pierna sobre el
muslo, de ahi el nombre de miisculo extensor
de la pierna. Accesoriamente, y a causa de su
insercion en la espina iliaca, el recto anterior
dobla el muslo sobre la pelvis, o viceversa, la
pelvis sobre el muslo, segin cual sea la palan-
ca 0sea que le sirve de punto fijo (Testut, L. et

al.; 1969g).

Estructura celular del cuadriceps en in-
dividuos sanos. En la tabla 4 se resumen los
diferentes estudios que demuestran el porcen-
taje de cada uno de los tipos de cadena pesada
de miosina del cuadriceps de individuos sanos
en diferentes grupos etareos y bajo algunas cir-
cunstancias especiales. En conjunto todos estos
estudios ponen en evidencia dos caracteristicas
particulares de las células musculares. Especi-
ficamente, estas caracteristicas se refieren a la
maleabilidad (adaptabilidad) de las fibras ante
diferentes condiciones individuales y caracteris-
ticas propias del individuo. En segundo lugar la
tabla pone en evidencia la coexistencia de ca-
racteristicas celulares y moleculares para ejerci-
cios aerébicos y anaerobios segun en el caso.

La presente Tesis Doctoral esta dirigida
al estudio celular y funcional de los muasculos
periféricos (cuddriceps) y respiratorios (in-
tercostales externos) en individuos de edad
avanzada. En la tabla 5 se resumen aquellos
estudios que han evaluado individuos mayores
o ancianos. Como se puede evidenciar a partir
de esto datos, la edad se asocia de forma di-
recta con cambios en la proporcion de fibras
de tipo II e inversa con la proporcion de fibras
tipo 1. Desde el punto de vista funcional es
posible que estos cambios se relacionen con
una menor capacidad aerdbica del musculo
cuadriceps a medida que progresa la edad cro-
nologica.

EVALUACION FUNCIONAL DE LOS
MUSCULOS PERIFERICOS

FUERZA MUSCULAR

Como se ha descrito anteriormente, se
define fuerza como la tensién maxima que
genera un musculo o un grupo muscular
(McArdle, W. et al.; 2000). Habitualmente la
fuerza muscular se mide en kilogramos (kg).
Esta determinada principalmente por el tama-
fio o masa del musculo y, tanto para hombres
como mujeres, es de unos 3 a 4 kg/cm? de
su superficie de seccion (Guyton, A.C. et al.;
2000). La potencia de la contraccibn muscu-
lar es distinta de la fuerza muscular porque es
una medida de la cantidad total de trabajo que
realiza un musculo en la unidad de tiempo. La
potencia se determina no s6lo mediante la va-
loracion de la fuerza de contraccion muscular,
sino también por su distancia de contraccion
y por el nimero de veces que el musculo se
contrae en cada minuto. La potencia muscu-
lar se mide generalmente en kilogramos-me-
tro (kg-m) por minuto (Guyton, A.C. et al.;
2000).

La fuerza muscular se evalda o va-
lora mediante cuatro métodos habitua-
les: tensiometria de cable, dinamometria,
maximo de una repeticion y determinaciones
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TABIA 4. DIFERENCIAS EN LA TIPIFICACION DE LAS ISOFORMAS DE MIOSINA EN EL CUADRICEPS

ISOFORMA DE CADENA PESADA DE MIOSINA

AUTOR POBLACION SELECCIONADA I I/IIA 1A [A/IIX | [IX
(%) (%) (%) %) | (o)
(Klitgaard, H. ez al.; 1990b) | Jovenes activos 50 8 26 12 4
(Klitgaard, H. ef al.; 1990a) | Jovenes sedentarios 32 7 23 19 19
(Klitgaard, H. ef al.; 1990a) | Jovenes activos 62 6 27 4 2
(Larsson, L. e al.; 1996) J6venes 40 2 43 12
(Biral, D. et al.; 1933) Normal 37 10 16 27 10
(Larsson, L. ef al.; 1996) Jovenes, antes de reposo en cama 36 0 40 17 7
Jovenes, después de reposo en cama 38 0 40 21 2
(Zhou, M.Y. et al.; 1995) Astronautas, antes del viaje espacial 49 5 24 18 4
Astronautas, después del viaje espacial 39 8 34 18 2
(Klitgaard, H. et al.; 1990a) | Deportistas de élite jovenes (Fondistas) 31 36 30 3 0
(Iversen P; 1992) Pacientes con artritis de la rodilla (Pierna normal) 57 5 29 5 3
Pacientes con artritis de la rodilla (Pierna enferma) 49 4 27 11 8
(Andersen, J.L. ef al.; 1994a) | Jugadores de élite de fiitbol (fin de temporada) 62 1 28 8 1
JugadoYes de élite de f.l’ltbol . 6 3 ” 12 0
(después de 3 meses sin entrenamiento)
Jugadores de élite de futbol (fin de temporada) 56 4 33 7 0
J(lcllijssgses(ige;rllllt:sgs (ggtfr?tlrenamiento de fuerza) % 3 30 8 0
Andersen, J.L. ef al.; 1994b) | Velocistas (después de 4 semanas sin entrenamiento) 52 0 35 13 0
Velocistas (después de 3 meses de entrenamiento 4l ) 5 5 0
de fuerza y carreras)
bbb sble IKIEIEE
Individ}ms con lesion medular . ! ) 44 51 3
(después de 6 meses de entrenamiento con EEF)
Individ}los con lesion medular ' 0 2 91 5 )
(después de 12 meses de entrenamiento con EEF)
(Klitgaard, H. ef ail.; 1990b) | Ancianos 33 20 12 33 2
(Larsson, L. e/ al.; 1997) Ancianos 56 1 26 10 7
(Larsson, L. ef al.; 1997) Ancianos, muy activos 22 6 47 12 13
(Andersen, J.L. e al.; 1999) | Muy ancianos 20 29 27 22 <1

EEF: Estimulacién eléctrica funcional. Modificado de (Andersen, J.L. et al.; 1999)
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TABLA 5. TIPIFICACION DE FIBRAS MUSCULARES EN INDIVIDUOS MAYORES

AUTOR POBLACION FIB?A S FHIS;A S FI]EII;(AS
(Larsson, L. ef al.; 1997) Sanos, caucasicos del norte de Europa 56 + 12 26+ 11 7+5
(Satta, A. ef al.; 1997) Sanos, caucdsicos del mediterrineo 44 + 16 46 +9 7+12
(Whittom, E ef al.; 1998) Sanos, caucasicos estadounidenses 58+ 16 32+ 15 5+5
(Maltais, E ef al.; 1999) Sanos, caucasicos estadounidenses 4149 39+9 20+9

Los datos son mostrados como media + DS; ND: No Determinado.

electromecanicas o isocinéticas asistidas por
ordenador (McArdle, W. et al.; 2000).

La tensiometria de cable mide la fuer-
za muscular estatica durante una contraccion
muscular isométrica, (ver figura 34). Al aumen-
tar la fuerza aplicada sobre un cable se depri-
me un elevador sobre el que pasa dicho cable.
Esto desvia la aguja indicadora y senala el va-
lor de la fuerza de la persona (Grund, A. et al.;
2001; McArdle, W. et al.; 1991).

[ R i e div ek ey o e rl o

Cable Levantador

Sector !

Figura 34. Tensiometro de cable.

La tensiometria de cable aisla el muisculo
en un angulo articular especifico. Permite de-
terminar la fuerza tras una intervencién (p.e.
antes y después del entrenamiento y la rehabi-
litacion). Esta valoracion de la fuerza propor-
ciona otra ventaja, dado que puede aplicarse

en diferentes puntos de la fase del movimiento.
Claramente valora la fuerza (o la debilidad) de
determinados musculos con diversos angulos
articulares a lo largo del rango de movimiento
articular (ROM, sigla en inglés). Esto no puede
hacerse con las pruebas estindars, como por
ejemplo el levantamiento de pesas.

La dinamometria se utiliza para evaluar
la fuerza estatica. Los dinamémetros son dispo-
sitivos que operan de acuerdo con el principio
de la compresion. La aplicacion de una fuerza
externa al dinamometro comprime un muelle
de acero y mueve una aguja de registro (ver
figura 35). Si se conoce la fuerza necesaria para

Figura 35. Dinamémetro.
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desplazar la aguja a una distancia determinada,
se puede averiguar la fuerza externa “estatica”
que se ha aplicado al dinamémetro (Hillman,
T.E. et al.; 2005; Hornby, S.T. et al.; 2005).

La técnica de una repeticion maxima
(1-RM) es un método dindmico para valorar la
fuerza muscular (Pincivero, D.M. et al.; 2003).
Para analizar por 1-RM un Unico musculo o
un grupo de musculos, el peso inicial debe ser
submaximo (cercano a la capacidad maxima
de levantamiento, aunque por debajo). Depen-
diendo del grupo de musculos, el aumento de
peso normalmente va de 1 a 5 kg. La maniobra
de 1-RM necesita acciones musculares concén-
tricas y excéntricas, aunque soélo evalia la fase
concéntrica de la accion. La figura 36 mues-
tra dos métodos submaximos adicionales para
evaluar la capacidad generadora de fuerza y
potencia de un musculo. En estas pruebas, la
mayor cantidad de peso que se levanta cinco o
diez veces constituye la RM. El procedimiento
de medida en estos casos valora 5-RM o 10-
RM. Los métodos 5-RM y 10-RM son marca-
dores adecuados de fuerza muscular, especial-
mente cuando se analiza en nifos y ancianos,
en los que puede estar contraindicado un le-
vantamiento maximo.

Figura 36. Técnica de 1-RM.

Las determinaciones electromecanicas
e isocinéticas asistidas por ordenador se
han desarrollado gracias a la tecnologia de los
microprocesadores integrada con la maquina
que cuantifica la fuerza y la potencia muscular
durante diversos movimientos. La instrumenta-
cion moderna mide la fuerza, la aceleracion y
la velocidad de los segmentos corporales con
varios patrones de movimiento. Las platafor-
mas de fuerza pueden por ejemplo medir la
aplicacion externa de fuerza muscular por las
extremidades durante el salto. Otros dispositi-
vos electromecanicos miden la fuerza genera-
da durante las fases del movimiento durante la
practica del ciclismo, el remo, el press de banco
tanto en decubito supino como en sedestacion,
la prensa de piernas desde la bipedestacion y
los ejercicios de tronco, brazos y piernas.

Un dinamoémetro isocinético es un ins-
trumento electromecdnico con un mecanismo
de control de la velocidad que se acelera hasta
una velocidad preestablecida, constante con la
fuerza aplicada, con independencia de la fuer-
za ejercida sobre el brazo en movimiento (ver
figura 37). La fuerza maxima (o cualquier por-
centaje de esfuerzo maximo) puede aplicarse
durante todas las fases del movimiento a una
velocidad constante. Una célula de carga en
el interior del dinamémetro registra continua-
mente la fuerza aplicada para calcular la fuerza
media, la potencia y el trabajo total durante el
ROM (Falkel, J.; 1978; Gozlan, G. et al.; 2005;
Li, R.C. et al.; 1996).

La union de la tecnologia de los ordena-
dores y los dispositivos mecanicos proporciona
datos valiosos para evaluar la funcién muscu-
lar y prescribir el ejercicio adecuado. Muchos
consideran atin la 1-RM como el mejor método
para evaluar la fuerza muscular global y re-
chazan los avances tecnolégicos que valoran la
fuerza mediante el uso de ordenadores. El ar-
gumento a favor de la metodologia isocinética
es que la dinamica de la fuerza muscular im-
plica considerablemente, mas que un resultado
final, la de un levantamiento 1-RM, 5-RM o
10-RM. Incluso si dos personas tienen la mis-
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ma puntuacién 1-RM, las curvas fuerza-tiempo
pueden ser bastante diferentes. Las diferencias
de la dinamica de la fuerza (p.e. el tiempo para
alcanzar el pico de tensién o el ritmo de ad-
quisicion de la fuerza) reflejan diferencias de
la interaccion de los factores neuromusculares.
Las cibertecnologias mas nuevas valoran mu-
chos componentes de la diniamica muscular y
no solo la carga maxima que una persona pue-
de levantar en banco o generar por medio de
las flexiones.

Figura 37. Dinam&metro isocinético.

Evaluacion de la fuerza del cuadriceps

La fuerza producida mediante contrac-
ciones isométricas del misculo cuadriceps se
ha estudiado durante contracciones volunta-
rias maximas, encontrandose que es directa-
mente proporcional al peso de los individuos
(Edwards, R.H. et al.; 1977). Al utilizar el di-
namoémetro isocinético Cybex IT® se ha demos-
trado que en nifios prepuberes el promedio
de la fuerza maxima de torque del cuadriceps

(medida en pies-libras a 60 grados/segundo)
es igual al 70% de la masa magra (torque o
momento de la fuerza; se define como la pro-
piedad de la fuerza que hace girar un cuerpo,
depende de la fuerza aplicada y de la distancia
hasta el centro de rotacion donde se aplica la
fuerza). En sujetos postpuberes el torque pro-
medio del pico del cuadriceps igual6 el 80% de
la masa magra en mujeres y el 90% en hombres
(Tabin, G.C. et al.; 1985).

La fuerza maxima del muisculo cuadriceps
no disminuye significativamente entre los 20 y
los 50 anos de edad aunque después se reduce
significativamente (alrededor de 15% por dé-
cada) hasta llegar aproximadamente a un 50%
del inicial, alrededor de los 70 afios de edad
(Fisher, N.M. et al.; 1990). Esta gran reduccion
de la fuerza maxima de un musculo grande e
importante tiene repercusiones funcionales en
acciones como el levantarse de una silla, subir
escaleras, caminar y eventualmente mantener
la bipedestacion.

RESISTENCIA MUSCULAR

Como ya se ha visto anteriormente, se
define resistencia muscular como la ca-
pacidad de mantener una fuerza maxima o
submaxima durante un tiempo determinado.
Cuando hablamos de ejercicios de resistencia
nos referimos a un periodo de tiempo que os-
cila normalmente entre ~30 minutos y varias
horas (Coyle, E.F. et al.; 1983; Coyle, E.F. et
al.; 1988; Coyle, E.F.; 1999; Farrell, P.A. et al.;
1979; Hagberg, J.M. et al.; 1983). La resisten-
cia suele valorarse por el nimero maximo de
repeticiones obtenidas con un ejercicio o el
tiempo de tolerancia ante una carga (tiempo
de aguante o tiempo limite) submaxima (re-
sistencia “aerobia”) que un sujeto es capaz de
realizar (Guyton, A.C. et al.; 2000). La resis-
tencia depende, hasta cierto punto, del aporte
de elementos nutritivos al muisculo (excluyen-
do el oxigeno) y de la cantidad de glucégeno
depositado en el musculo antes de realizar el
ejercicio.
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La claudicaciéon incluye la interaccion de
varios factores, entre los cuales estan los per-
ceptuales (neuropsicolégicos), centrales (neu-
rolégicos o nerviosos) y los periféricos o loca-
les (musculares propiamente dichos). Como se
resume en la tabla 6.

La fatiga muscular se debe diferenciar de
la claudicacién. Esta dltima ha sido definida
como la inhabilidad para mantener las con-
tracciones y/o ejercicio a la fuerza y/o inten-
sidad deseada (Vollestad, N.K. et al.; 1988).
La resistencia se examina mediante la evalua-
cion del tiempo de aguante o tiempo limite.
Este acercamiento se basa en la presuncién
de que hay una asociacion entre la disminu-
cion de la capacidad en la generacion de la
fuerza maxima y el tiempo de claudicacion.
Sin embargo, varios estudios muestran que,
la relacion entre estos dos parametros puede
variar considerablemente. Por ejemplo, du-
rante las contracciones isométricas submaxi-
mas repetitivas del cuadriceps, los sujetos con
igual tiempo de claudicacién y fatiga central
inapreciable mostraron una reduccién en la
contraccion maxima voluntaria, que iba entre
el 35 y el 70% (Vollestad, N.K. et al.; 1988).
Estas observaciones sugieren que hay dife-
rentes mecanismos detrds del desarrollo de
la fatiga y claudicacion. Por tanto, el tiempo
de aguante o tiempo limite y los cambios en
la capacidad maxima de generar fuerza o po-
tencia claramente proporcionan informacion
sobre diferentes procesos provocados por el
ejercicio.

TABLA 6. DEFINICIONES DE FATIGA

El umbral para la fatiga es aquel nivel de
ejercicio que no puede ser mantenido indefi-
nidamente. Esto ultimo puede considerarse
equivalente a un minimo de 45 minutos (Bi-
gland-Ritchie, B.; 1984). Es interesante sefa-
lar que las fuerzas por debajo de un 15% de
la contraccion voluntaria maxima pueden ser
mantenidas indefinidamente sin sintomas de
fatiga (Rohmert, W.; 1960). Para mayores nive-
les de fuerza, el tiempo de resistencia o aguan-
te disminuye exponencialmente a medida que
se incrementa la fuerza. Esta relacion podia
aplicarse tanto para contracciones voluntarias
maximas como submaximas en un amplio aba-
nico de musculos de las extremidades en los
seres humanos (Rohmert, W.; 1960). Todos de-
mostraron un umbral de fatiga alrededor del
15% de la contraccion voluntaria maxima.

Cuando un musculo se contrae se aumen-
ta la presion intramuscular; si este incremento
supera un nivel critico, causa una progresiva
restriccion del flujo sanguineo por colapso ca-
pilar y, por tanto, limita el suministro de ener-
gia. Para las contracciones isométricas soste-
nidas, el umbral de la fatiga generalmente se
corresponde con el comienzo de la limitacion
al flujo sanguineo. Los tiempos de resistencia
mas largos asociados con fatiga debido a con-
tracciones intermitentes a todos los niveles de
fuerza, claramente resultan de un flujo no res-
tringido y una hiperemia reactiva, que parcial-
mente vuelve a proporcionar un suministro de
energia durante el periodo de relajacion (Hum-
phreys, PW. et al.; 1963). Por tanto, el tiempo

CONCEPTO

DEFINICION

Fatiga muscular

Reduccion en la capacidad de generar fuerza o potencia, inducida por el ejercicio.

Fatiga central

Reduccion de la fuerza en una contraccion voluntaria maxima, inducida por el ejercicio
que no se acompaiia por la misma reduccion en la fuerza evocable maxima.

Fatiga perceptual

Reduccion de la fuerza debido a la percepcion de sintomas incapacitantes como dolor.

Modlificado de (Vollestad, N.K.; 1997)
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de resistencia depende de cada carga particu-
lar empleada (Bellemare, F. et al.; 1982) y del
tiempo de contraccion.

Las pruebas para determinar la resistencia
del musculo cuadriceps consisten generalmen-
te en la repeticion de la extension de la pier-
na contra una carga pre-establecida. En estos

ejercicios se valorara el tiempo de aguante o
tiempo limite que se medird en segundos o
minutos. Esta prueba se realiza en bancos de
ejercicios donde se fija el tronco y el muslo,
para ejecutar el movimiento de extension de
la pierna, o también puede realizarse median-
te un dinamometro isocinético (Westblad, P. et

al.; 1990).
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Capitulo 5

LOS MUSCULOS ESQUELETICOS
EN ENFERMOS CON EPOC

RELACION ENTRE LA EPOC
Y LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS

Cambios funcionales

La funcién del diafragma y de los demas
musculos respiratorios puede verse afectada
por diversas patologias, tanto en su capacidad
para generar presion (fuerza) como en su resis-
tencia, o en ambas. La fatiga del diafragma no
ocurre en individuos sanos, salvo en condicio-
nes especiales (p.e. carrera de maraton o ciclis-
mo, estimulacioén frénica externa o sobrecarga
ventilatoria). Sin embargo, esta bien documen-
tado que la fatiga diafragmatica puede apa-
recer en 1) enfermos con EPOC o patologias
neuromusculares (Derenne, J.P. et al.; 1978a;
Derenne, J.P. et al.; 1978b; Derenne, J.P. et al.;
1978c; Murciano, D. et al.; 1984) y participa la
insuficiencia ventilatoria (Macklem, P.T. et al.;
1977)y 2) en el proceso de destete de la venti-
lacion mecanica (Cohen, C.A. et al.; 1982).

Durante algtn tiempo se postulo la exis-
tencia de la llamada “fatiga crénica” de contrac-
cion para explicar la hipoventilacion persistente
en pacientes con enfermedades neuromuscula-
res o EPOC, asi como su mejoria con el reposo
o la ventilacién mecanica (National Heart Lung
and Blood Institute.; 2002). No obstante, va-
rios estudios recientes hacen dudar de su exis-
tencia pues, 1) la disfuncién muscular puede
ser resultado de dafio muscular irreversible o
lentamente reversible; 2) la ventilacion meca-
nica nocturna de pacientes neuromusculares o
enfermedades de la caja toracica mejora el in-
tercambio de gases sin aumentar la fuerza mus-
cular (Hill, N.S. et al.; 1992), y 3) los pacientes

con EPOC preservan la capacidad de generar
fuerza con su diafragma ain en presencia de
hiperinsuflacion severa. Todo ello sugiere que
la anteriormente mencionada fatiga cronica del
diafragma en realidad no exista, al menos en
este tipo de enfermos (Broquetas, J.M.; 1992).
La hipoventilacién responderia mas a una dis-
minucion refleja del estimulo respiratorio con
el objetivo de evitar la fatiga diafragmatica, el
dano muscular y el fracaso ventilatorio (Begin,
P. et al.; 1991). Sin embargo, otros estudios han
evidenciado que la resistencia de los muasculos
respiratorios esta disminuida en pacientes con
apneas obstructivas durante el suefio (Aran,
X.; 1992; Aran, X. et al.; 1995).

Por otra parte, en los pacientes con EPOC
la fuerza y resistencia del diafragma se ven
afectadas de forma predominante por los cam-
bios en la configuracion del sistema respirato-
rio y sus consecuencias mecanicas. De hecho,
cuando la hiperinsuflacion pulmonar es gra-
ve el diafragma se desplaza hacia abajo y se
aplana. Esto origina dos fenémenos: en primer
lugar, la zona de aposicion disminuye, y pasa
la configuracion de un sistema en serie a otro
en paralelo; ademais, atendiendo a la ley de
Laplace (presion = tension/radio de curvatura),
la capacidad de generar presion ante una mis-
ma tension decrece. Estos fenomenos justifican
en gran medida la disminucién de la presion
inspiratoria maxima (PI_,) y presion trans-
diafragmatica (Pdi,, ) en pacientes con EPOC
(Epstein, S.K.; 1994). Sin embargo, estos enfer-
mos poseen una fuerza en el diafragma igual
o mayor que la observada en individuos sanos
a volumen pulmonar equivalente (Similowski,
T. et al.; 1991).
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Cambios estructurales

Los musculos respiratorios de los pacien-
tes con EPOC manifiestan una serie de alte-
raciones y/o adaptaciones estructurales, de-
bido tanto a factores locales como sistémicos.
Dentro de los primeros tenemos la obstruccion
bronquial y el atrapamiento aéreo (Similowski,
T. et al.; 1991), mientras que entre los factores
sistémicos podemos citar la hipoxia, la hiper-
capnia, la presencia de comorbilidades, el es-
tado nutricional, el uso de medicamentos que
deterioran la funciéon muscular, la inflamacion
y el estrés oxidativo (para revision ver [Ameri-
can Thoracic Society et al.; 1999]). A continua-
cion detallaremos los cambios presentes en los
musculos respiratorios.

Cambios estructurales
del musculo diafragma

Al menos ocho estudios coinciden en des-
cribir que la presencia de EPOC se asocia con
atrofia (disminucion del tamano de las fibras)
en el musculo diafragma (Arora, N.S. et al;
1982; Hards, J.M. et al.; 1990; Hughes, R.L. et
al.; 1983; Sanchez, J. et al.; 1982; Sanchez, J. et
al.; 1985; Steele, R.H. et al.; 1973; Thurlbeck,
W.M.; 1978). Por el contrario, s6lo un estudio ha
demostrado que existe hipertrofia en este mus-
culo (Ishikawa, S. et al.; 1973). Esta controversia
se complementa con nuestros propios estudios
(Orozco-Levi, M. et al.; 2000; Sauleda, J. et al.;
1998) que no demuestran cambios significativos
en el tamano de las fibras del diafragma en estos
pacientes. Es interesante resaltar que nuestros
trabajos han puesto de manifiesto que el tama-
fio de las fibras del diafragma esta preservado
inclusive en pacientes que muestran los estadios
mas avanzados de la enfermedad (Orozco-Levi
M et al.; 1996a; Orozco-Levi, M. et al.; 1997a).
Probablemente las diferencias entre los dife-
rentes autores tengan que ver con los criterios
de seleccion de los individuos estudiados, que
en nuestro caso han sido siempre rigurosos en
el sentido de excluir la comorbilidad relevante.
Presumiblemente, la atrofia descrita por otros

autores expresa que el contenido de proteinas
contractiles del diafragma (miosina y actina) sea
menor. Esta alteracion estructural condicionaria
que la tension (y por consiguiente la fuerza) que
el muisculo es capaz de generar sea menor. Sin
embargo, podria también expresarse por un
cambio adaptativo para facilitar el transporte
difusivo del oxigeno desde los capilares a la ma-
quinaria mitocondrial. (Booth, FW. et al.; 1991,
Desplanches, D. et al.; 1996).

Por otra parte, existen dos hallazgos adicio-
nales, uno funcional y otro estructural, que nos
permiten refutar que la pérdida de fuerza sea in-
trinseca del propio diafragma. El primero se re-
fiere a una evidencia contradictoria a lo conven-
cionalmente aceptado: la fuerza del diafragma
estd preservada o puede ser incluso mayor que
la de individuos sanos si se comparan ambos
grupos a volimenes pulmonares equivalentes
(Similowski, T. et al.; 1991). Este hallazgo pue-
de estar relacionado con un trabajo de nuestro
grupo, de indole estructural, en el que se pudo
demostrar que existen cambios adaptativos en
la estructura del diafragma a nivel de su unidad
funcional contractil: la sarcomera (Orozco-Levi,
M. et al.; 1999). En concreto, hemos evidenciado
que la sarcomera del diafragma de pacientes con
EPOC es de menor longitud que la de individuos
sanos. Este cambio permite que el musculo pre-
serve su capacidad de generar tension a pesar de
que su longitud total sea menor. Otro aspecto se
refiere a la capacidad metabdlica del diafragma.
Nosotros hemos demostrado que la capacidad
aerdbica del musculo estaria favorecida, dado
que el contenido de mitocondrias (Farkas, G.A.
et al.; 1982; Lloreta, J. et al.; 1996) y de capilares
(Orozco-Levi, M. et al.; 1996¢; Orozco-Levi, M.
et al.; 1996b) esta incrementado. Esto correla-
ciona con los incrementos en las enzimas aer6-
bicas que otros grupos han podido describir en
biopsias de diafragma de pacientes con EPOC
(Hughes, R.L. et al.; 1983). Ademas, tenemos el
caracter de modulacién de la expresion molecu-
lar de las isoformas de miosina (switching) en el
diafragma de pacientes con EPOC grave. Se ha
demostrado que las fibras del diafragma de los
pacientes con EPOC expresan mayor contenido
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de miosina tipo I (aquella con mayor capacidad
aerobica) que los individuos sanos (Levine, S. et
al.; 1997; Orozco-Levi, M. et al.; 1999; Sauleda,
J. et al.; 1998). Esto favoreceria la capacidad de
resistencia muscular.

Todo lo anterior permite postular que el
diafragma de pacientes con EPOC es capaz de
expresar cambios adaptativos a nivel estructu-
ral para afrontar las nuevas situaciones, tanto
mecanica como metabdlica, que la presencia
de esta enfermedad conlleva. Aunque la his-
toria natural de la EPOC no esta definida con
precision, estos eventos hacen replantear las
expectativas de intervencion terapéutica sobre
los musculos inspiratorios en pacientes con
fracaso ventilatorio crénico.

Cambios estructurales
del musculo intercostal externo

Recientemente, nuestro grupo ha demos-
trado que las fibras de los musculos intercosta-
les externos tienen un didmetro similar en los
pacientes con EPOC y en los individuos sanos
(Sauleda, J. et al.; 1998). Sin embargo, exis-
ten cambios moleculares muy relevantes en la
expresion de proteinas contractiles. Especifi-
camente se ha demostrado que la expresion
de miosina tipo II se incrementa en la EPOC
de forma proporcional a su gravedad (Gea,
J.G.; 1997). Esto sugiere que la modalidad y
la frecuencia de activaciéon de este grupo de
musculos son totalmente diferentes a las del
diafragma. Nosotros suponemos que esto se
fundamenta en un reclutamiento intermitente
y de alta intensidad, probablemente asociado
a la tos o a incrementos ventilatorios durante
el ejercicio en actividades cotidianas (Orozco-
Levi, M. et al.; 1997b).

Cambios funcionales y estructurales de
los misculos espiratorios

Como ya se ha dicho anteriormente, el pro-
ceso de espiracion en pacientes con EPOC es

un evento activo, incluso en reposo (Ninane, V.
et al.; 1992; Ninane, V.; 1997) aunque su nivel
de reclutamiento aumenta durante el ejercicio
(Dodd, D.S. et al.; 1984) o cuando hay un incre-
mento en la gravedad de la obstruccion de la via
aérea (Gorini, M. et al.; 1997; O’'Donnell, D.E. et
al.; 1987). Pese a que existen algunas discrepan-
cias entre los diferentes estudios, mas del 50%
de los pacientes con EPOC muestran una dismi-
nucién de la fuerza de los misculos espiratorios
(Rochester, D.F. et al.; 1985). Estudios recientes
de nuestro grupo demuestran que la resisten-
cia de los musculos respiratorios también se en-
cuentra disminuida en los pacientes con EPOC
(Ramirez-Sarmiento, A. et al.; 2002a).

Hay escasos datos publicados acerca de
los cambios estructurales de los musculos es-
piratorios. Nuestro grupo ha demostrado que
las fibras son mas pequefias y el porcentaje
de fibras tipo II se encuentra aumentado en
el maisculo oblicuo externo de los pacientes
con EPOC grave (Barreiro, E. et al.; 1999; Her-
nandez, N. et al.; 2001).

RELACIONES ENTRE LA EPOC Y LOS
MUSCULOS PERIFERICOS

Cambios funcionales

Son varios los estudios que han puesto de
manifiesto cambios funcionales importantes en
los musculos periféricos de las extremidades
inferiores. Se ha considerado que estos grupos
musculares podrian ser los mas determinantes
en la limitaciéon funcional ante el esfuerzo en
estos pacientes.

En 1992 por primera vez se comenzd a
sugerir el concepto de disfuncién muscular
(Killian, KJ. et al.; 1992) y que esto jugaba un
papel clinicamente relevante. Este término se
aplic6 al observar que un nimero relativamente
alto de los pacientes con EPOC (mas del 40%),
presentaban una menor tolerancia al ejercicio
por sintomas en extremidades inferiores (Ame-
rican Thoracic Society et al.; 1999).
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La disminucién de la tolerancia al esfuer-
zo es un problema comun en los pacientes con
EPOC. Varios estudios han indicado que la
intolerancia al ejercicio en estos pacientes no
depende exclusivamente de la limitacion venti-
latoria ni de las anormalidades del intercambio
gaseoso, sino que incluye factores musculares
periféricos (Montes de Oca, M. et al.; 1996;
Montes de Oca, M. et al.; 2000).

Otros grupos musculares también se en-
cuentran afectados en la EPOC, como los mus-
culos de la cintura escapular y de los brazos,
que tienen especial relevancia en las activida-
des de la vida diaria y algunos pacientes acu-
san sintomas importantes en relacion con es-
tas actividades (Tangri, S. et al.; 1973). Esto se
puede atribuir a varios factores. Primero, los
musculos de la cintura escapular también par-
ticipan en la ventilacién, por lo que el ejerci-
cio de brazos precipita asincronia respiratoria
en los pacientes con EPOC (Celli, B.R. et al;
1986). Segundo, ciertas posiciones de los bra-
zos permiten incrementar la ventilacion (Ban-
zett, R.B. et al.; 1988). Tercero, el ejercicio de
los brazos es menos eficiente (es decir, el gesto
metabolico es mayor) que el de las piernas al
comparar un mismo nivel de trabajo (Casaburi,
R. et al.; 1992). Presumiblemente esto se asocia
a un metabolismo anaerébico mas precoz en
los brazos y al gasto metabdlico de los muscu-
los que participan en la fijacion del tronco. Y
cuarto, hay diferencias importantes en el gra-
do de disfuncién muscular al comparar piernas
y brazos. Asi, la fuerza del cuadriceps esta mas
disminuida que la de las manos (Bernard, S. et
al.; 1998; Gosselink R et al.; 1998; Gosselink,
R. et al.; 1996).

Existen evidencias que, desde el punto de
vista sistémico, permiten referirse a una dis-
funcién muscular periférica. Se ha demostrado
que la distancia que los pacientes con EPOC
pueden recorrer en una prueba de marcha se
correlaciona con el indice creatinina-talla, es-
pecialmente en los pacientes con bajo peso.
Esto denota que la masa corporal libre de grasa
limita la capacidad de ejercicio (Schols, A.M. et

al.; 1991a). Mas recientemente se ha encontra-
do que la disminucién de la masa corporal libre
de grasa se asocia a una disminucién en la ca-
pacidad de consumo maximo de oxigeno (Baa-
rends, E.M. et al.; 1997). Finalmente, se ha de-
mostrado que la Deshidrogenasa lactica (LDH,
en inglés) sérica se incrementa en los pacientes
con EPOC que padecen una miopatia esqueléti-
ca esteroidea (Decramer, M. ef al.; 1990).

Alteracion de la fuerza de los musculos
periféricos

Desde el punto de vista especifico, estu-
dios descriptivos demuestran consistentemente
que la fuerza de las piernas esta disminuida en
los pacientes con EPOC (Decramer, M. et al.;
1994; Gosselink, R. et al.; 1996; Hamilton, A.L.
et al.; 1995). Mas aun, se ha encontrado que tie-
ne una asociacion directa con la distancia reco-
rrida en la prueba de marcha de 6 minutos, la
gravedad de los sintomas durante una prueba
de esfuerzo incremental (Hamilton, A.L. et al.;
1995) y la capacidad maxima de consumo de
oxigeno (Gosselink, R. et al.; 1996; Hamilton,
A.L. et al.; 1995). En la misma linea, existen
estudios intervencionistas que demuestran que
el entrenamiento de la fuerza de las piernas
se asocia a una mejoria, tanto en la capacidad
de ejercicio (Troosters T et al.; 1996) como en
la calidad de vida de estos pacientes (Simp-
son, K. et al.; 1992). Recientemente se ha pu-
blicado que la fuerza de los musculos de las
manos esta disminuida en los pacientes con
EPOC (Gosselink, R. et al.; 2000). Este ultimo
modelo tiene como ventaja que obviaria, apa-
rentemente, el efecto del decondicionamiento
por sedentarismo que puede actuar sobre los
musculos de las piernas. A priori es posible
proponer que las actividades con las manos se-
ran similares en los pacientes y en una pobla-
cion sedentaria sana. Resulta interesante que
la disfuncién muscular de las manos se asocia
no solo a la presencia sino también a la grave-
dad de la EPOC (Orozco-Levi, M. et al.; 1998).
Esta asociacion resulta dificil de justificar si no
se postula la existencia de un factor con poten-
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cial efecto sistémico como una de las causas de
esta disfuncion (Orozco-Levi, M. et al.; 1998).

Alteracion de la resistencia de musculos
periféricos

Son muy pocos los estudios funcionales
que han evaluado directamente la resistencia
de los musculos periféricos en los pacientes
con EPOC vy sus probables implicaciones fun-
cionales. Sin embargo, existen evidencias in-
directas de que puede estar seriamente dete-
riorada en estos pacientes y participar en la
limitacion al esfuerzo fisico. Desde el punto
de vista indirecto, algunos trabajos han eva-
luado la resistencia de los musculos periféricos
y asumen que puede estar representada por la
concentracion de las enzimas de la cadena res-
piratoria intracelular o por los catabolitos mus-
culares durante el ejercicio. Recientemente, se
ha demostrado que los pacientes con EPOC
desarrollan de forma precoz un metabolismo
muscular anaerébico durante el ejercicio, lo
cual contribuye a su limitacion ante el esfuerzo
incremental (Casaburi, R. et al.; 1991; Maltais,
F. et al.; 1996b; Patessio, A. et al.; 1993).

Otra evidencia es que la capacidad de
consumo de oxigeno se encuentra reducida en
los pacientes candidatos a un trasplante pul-
monar, en asociacion directa con alteraciones
en el metabolismo muscular oxidativo (Evans,
A.B. et al.; 1997). Esto se correlaciona con
la reciente descripcion de Maltais en cuanto
existe una asociacion directa entre la concen-
tracion de enzimas aerdbicas en las piernas y
la capacidad de consumo de oxigeno (Maltais,
F. et al.; 1996b). También se ha valorado el
impacto de la resistencia muscular periférica
en la limitacién al ejercicio fisico mediante el
estudio de los cambios metabdlicos tras el en-
trenamiento. Asi, por ejemplo, el entrenamien-
to muscular incrementa las enzimas oxidati-
vas del cudadriceps y la capacidad de ejercicio,
aunque la mejoria de estos dos parametros no
se correlaciona significativamente (Maltais, F.
et al.; 1996a). Otra util alternativa de evalua-

cion ha sido el analisis de la contribucion re-
lativa del metabolismo aerdbico y anaerdbico
durante las pruebas de esfuerzo a carga sub-
maxima constante. Esto ha permitido demos-
trar que la mejoria en la capacidad aerdbica se
asocia a menores concentraciones de lactato
y requerimientos ventilatorios para un nivel
determinado de ejercicio (Casaburi, R. et al.;
1991; Maltais, F. et al.; 1996a; Maltais, F. et
al.; 1997). En la misma linea, se ha demostra-
do recientemente que se induce una mejoria
tanto en la resistencia de las piernas como en
la capacidad de ejercicio en los pacientes con
EPOC que se someten a un entrenamiento de
baja intensidad (Clark, C.J. et al.; 1996). Todo
lo anterior refleja s6lidamente que existe una
estrecha correlacion entre la funciéon muscular
periférica y la capacidad de ejercicio en los
pacientes con EPOC.

Cambios estructurales del musculo
cuadriceps

Caracteristicamente los cuadriceps de pa-
cientes con EPOC presentan una menor masa
muscular (Schols, A.M. et al.; 1991b; Wuyam,
B. et al.; 1992), un menor nimero de capilares
(Coronell, C. et al.; 2003; Jobin, J. et al.; 1998;
Simard, C. et al.; 1996), un contenido mitocon-
drial normal (Simard, C. et al.; 1996), una me-
nor concentracion de mioglobina (Whittom,
F. et al.; 1998), una atrofia de fibras tipo I y
IT (Hughes, R.L. et al.; 1983; Whittom, F. et
al.; 1998), una disminucién del porcentaje de
fibras tipo I (Hildebrand, L.L. et al.; 1991) y
un incremento de isoformas de miosina tipo
IIx (Satta, A. et al.; 1997). En la Tabla 7 se re-
sumen los articulos publicados hasta la fecha
acerca de la tipificaciéon de la cadena pesada
de miosina en el muisculo cuadriceps de pa-
cientes con EPOC.

Desde el punto de vista de su capacidad
metabodlica, la concentracion de las enzimas
aerobicas (citrato-sintetasa, succinil-deshidro-
genasa, hidroxiacetilCoA) disminuye, mientras
que la mayoria de las enzimas anaerdbicas
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TABLA 7. TIPIFICACION DEL MUSCULO CUADRICEPS DE PACIENTES CON EPOC

POBLACION FIBRAS I FIBRAS ITA | FIBRAS IIX AUTOR
EPOC, caucisicos del Mediterraneo 3717 40 + 13 23+22 | (Satta, A. et al.; 1997)
EPOC, caucasicos de Estados Unidos 34 + 14 38+ 15 15+12 | (Whittom, F. ef al.; 1998)
EPOC, caucasicos de Estados Unidos 2717 51«15 22+ 16 | (Maltais, F et al.; 1999)
EPOC, caucasicos del Mediterraneo 20+ 14 55+ 15 15+12 | (Hayot, M. e/ al.; 2005)

Los datos son mostrados como media = DS; ND: No Determinado.

(especialmente LDH y la hexoquinasa [HK,
en inglés]) no se modifican sustancialmente
(Jakobsson, P. et al.; 1995; Maltais, F. et al.;
1996b). La fosfofructocinasa, sin embargo, pa-
rece incrementarse moderadamente (Jakobs-
son, P. et al.; 1995). Mas recientemente se ha
demostrado que la enzima citocromo-oxidasa
(COX), el ultimo eslabon de la fosforilacion
oxidativa, esta incrementada en estos pacien-
tes, al parecer como fenémeno compensatorio
ante una probable hipoxia celular crénica o
recurrente (Lundgren, F. et al.; 1989). Sin em-
bargo, el aporte periférico de oxigeno en los
pacientes con EPOC esta preservado (Maltais,
F. et al.; 1998; Sala, E. et al.; 1999), hecho que
refuerza la hipotesis de que existe una altera-
cion en la eficacia de la utilizacién del oxigeno
a nivel intracelular. De otra parte, en los pa-
cientes con EPOC la acidificacién del miocito
es mas rapida y mayor que la observada en su-
jetos sanos (Engelen, M.P. et al.; 2000; Sala, E.
et al.; 1999) debido a la produccién temprana
de lactato (Casaburi, R. et al.; 1991; Maltais, F.
et al.; 1996b).

Cambios estructurales del musculo
deltoides

Nuestro grupo ha demostrado reciente-
mente que las fibras de los musculos deltoides
de los pacientes con EPOC conservan un dia-
metro normal y una proporcion fibrilar similar
a los de los individuos sanos (Hernandez, N.
et al.; 2003). Desde un punto de vista metabo-
lico, también la concentracion de las enzimas,
tanto de la cadena oxidativa como la glicolitica,
esta preservada (Pasto, M.; 1988). Finalmente,

y desde el punto de vista del contenido en pro-
teinas contractiles, la expresion de las cadenas
pesadas de miosina I y II esta dentro de la
normalidad a pesar de la presencia de EPOC
(Hernandez, N. et al.; 2003; Pasto, M.; 1988)

Cambios estructurales
del musculo tibial anterior

Estudios preliminares sugieren que las ca-
pacidades oxidativa y glucolitica de los muscu-
los tibial anterior estin preservadas a pesar de
la presencia de EPOC y del tratamiento créonico
con esteroides (Pouw, E.M. et al.; 2000). Asi-
mismo, el contenido de glucégeno y de fosfa-
tos de alta energia no presenta diferencias con
respecto a lo hallado en musculos de indivi-
duos sanos (datos no publicados).

FACTORES SISTEMICOS DE LA EPOC
IMPLICADOS EN LA DISFUNCION
MUSCULAR GLOBAL

Si bien estd comprobada la existencia de
una disfunciéon muscular global en la EPOC,
dos puntos criticos que estin aun por definir-
Se son sus causas y, en consecuencia, su trata-
miento (preventivo o curativo). Esto obliga a
hipotetizar sobre la relacion que puede tener
el pulmoén (como 6rgano blanco del tabaquis-
mo) con cambios funcionales y estructurales
de otros O6rganos y sistemas lejanos como los
musculos respiratorios y periféricos. Algu-
nos grupos de investigadores han resaltado
que deben ser factor(es) con efectos sistémi-
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cos los que hacen que los pacientes con EPOC
sufran una disfuncion muscular global. Entre
estos factores se han mencionado algunos re-
lacionados directamente con la presencia de
EPOC (p.e. hipoxia e hipercapnia cronicas,
presencia de mediadores inflamatorios, malnu-
tricion); otros se hallan asociados a la comorbi-
lidad (diselectrolitemias, insuficiencia cardiaca,
decondicionamiento, senilidad) y, por dltimo,
existen factores relacionados con el tratamien-
to de la misma enfermedad.

La bipoxia cronica deteriora la funcion
muscular dado que hace al musculo mas pro-
clive al estrés oxidativo (Koechlin, C. et al.;
2005), disminuye los depositos intracelulares
de energia (p.e. glucogeno y glucosa) y de glu-
cosa-6-fosfato-deshidrogenasa, aumenta los
valores de hexoquinasa y puede afectar la sin-
tesis intramitocondrial de otras proteinas (Pas-
toris, O. et al.; 1995).

La bipercapnia cronica también se su-
pone un factor deletéreo sobre la funcién mus-
cular. Esto se deduce a partir de hallazgos tanto
en modelos experimentales (Trivedi, B. et al.;
1966) como en humanos con fracaso respirato-
rio hipercapnico agudo (Gertz, 1. et al.; 1977)
en los que se encuentra un total trastorno meta-
bolico muscular, que es reversible con las inter-
venciones terapéuticas (Gertz, L. et al.; 1977).

Un incremento en la concentracion de
los niveles de algunos mediadores inflama-
torios, locales o sistémicos es comun en los
pacientes con EPOC (Barnes, P.J.; 2004; Bar-
nes, PJ.; 2005; Gan, W.Q. et al.; 2004). Se con-
sidera que su efecto esta relacionado con la
capacidad de precipitar protedlisis tanto a tra-
vés de la induccioén de estrés oxidativo mus-
cular (Barreiro, E. et al.; 2003; Barreiro, E. et
al.; 2005b; Montes de Oca, M. et al.; 2005),
como por otras vias. El muisculo estriado po-
see numerosas vias metabdlicas normales por
las cuales se producen radicales superoxidos y
oxido nitrico que, por otra parte, son esencia-
les para una funcién contractil 6ptima (Buck,
M. et al.; 1996; Kobzik, L. et al.; 1994). Es por

lo anterior que existe un sistema antioxidante
constitutivo, fundamentalmente representado
por el glutation reducido. Si la homeostasis
de este sistema reduccion-oxidacion (sistema
redox) se altera por los mediadores inflama-
torios, se desencadena un desequilibrio deno-
minado stress oxidativo, el cual activa una via
de degradacion de proteinas dependiente del
calcio, la cual representa la forma fundamen-
tal del dafio muscular mediado por oxidantes
(Jackson, M.J. et al.; 1993).

Otra forma de estrés oxidativo muscular
esta precipitada por la inmovilizacién y atrofia
musculares, pues disminuyen el contenido de
glutation reducido y aumentan el glutation oxi-
dado y los perdxidos del metabolismo lipidico
(Kondo, H. et al.; 1992). El 6xido nitrico tam-
bién es una molécula constitutiva del misculo
estriado que interviene en la excitacion-con-
traccion y el transporte de la glucosa (Kobzik,
L. et al.; 1994). Se supone que la concentracion
de 6xido nitrico en el musculo esquelético po-
dria aumentar en los pacientes con EPOC vy fa-
vorecer el estrés oxidativo muscular (Buck, M.
et al.; 1996). Ademas del estrés oxidativo, se
supone que existen otras vias proteoliticas que
pueden ser activadas por los mediadores infla-
matorios. Asi, por ejemplo, la administracion
del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o,, una
citocina proinflamatoria) se asocia a un mayor
catabolismo muscular (Flores, E.A. et al.; 1989;
Hall-Angeras, M. et al.; 1990; Takabatake, N. et
al.; 2000).

Al contrario de lo que sucede con los tres
factores antes mencionados (hipoxia, hipercap-
nia e inflamacion) los efectos fisiopatolégicos
que pueden tener la desnutricion y la pérdida
de masa muscular estan bastante bien defini-
dos. Sin embargo, puede haber alteraciones fun-
cionales evidentes aun antes que se detecte una
pérdida de masa muscular. Esto esta probable-
mente en relacion con disbalances en el trans-
porte de membrana (Jeejeebhoy, K.N.; 1994).
Esta claro, no obstante, que la malnutricién pro-
longada se asocia a una pérdida proporcional
de masa muscular, que afecta especialmente a
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las fibras de tipo II (Kelsen, S.G. et al.; 1985).
En consecuencia, se desencadena una pérdida
de fuerza, una disminucion de la resistencia y
un enlentecimiento de la tasa de relajacion (Lo-
pes, J. et al.; 1982). Aunque esta bien definido
que los pacientes con EPOC pueden presentar
alteraciones nutricionales mas o menos impor-
tantes, existen datos muy limitados que evalden
especificamente estos aspectos.

Por otra parte, los pacientes con EPOC
presentan frecuentemente otras condiciones
comorbidas que también afectan a la fuerza
y a la resistencia musculares, tanto respirato-
ria como periférica. Entre ellas estan las altera-
ciones electroliticas cronicas, el fallo cardiaco
cronico, la diabetes o la hipertension arterial.
Otras condiciones asociadas, como la edad
avanzada y el decondicionamiento por seden-
tarismo e inactividad fisica, también se han
postulado como factores capaces de desenca-

denar alteraciones musculares globales en es-
tos pacientes.

Finalmente, se ha dado importancia a
los corticosteroides como factor inductor de
la disfuncién muscular en los pacientes con
EPOC. Existen datos que sugieren una aso-
ciacion directa, tanto de la dosis como de la
duracion del tratamiento, con el grado de de-
bilidad de las piernas (Calverley, P.M.; 2005;
Decramer, M. et al.; 1994), el incremento de los
valores séricos de LDH, la atrofia y necrosis de
las fibras del cuadriceps en los pacientes con
EPOC. Mis aun, el seguimiento de los pacien-
tes con el diagnoéstico de miopatia esteroidea
ha demostrado que la supervivencia es menor
que la de los pacientes con EPOC e igual gra-
vedad (Decramer, M. et al.; 1996).



Capitulo 6

ESTUDIOS ORIGINALES DE INVESTIGACION

NOTA PRELIMINAR

La EPOC, ademas de su evidente obs-
truccion al flujo aéreo y toda la sintomatologia
pulmonar que la acompana, presenta signos y
sintomas sistémicos que se han venido explo-
rando desde hace algun tiempo (Agusti, A.G.
et al.; 2003; Agusti, A.G.; 2005; Decramer, M.
et al.; 2005; Killian, K.J. et al.; 1992). De nues-
tro particular interés esta la afectaciéon que pre-
sentan los musculos respiratorios y periféricos,
sobre todo los de las extremidades inferiores
y, particularmente, el cuadriceps de los pacien-
tes con EPOC. Esta disfuncion muscular afecta
las actividades de la vida diaria, la tolerancia al
ejercicio, limita la calidad de vida y disminuye
la expectativa de vida de estos pacientes. De
otra parte, los musculos respiratorios de estos
pacientes se encuentran en desventaja durante
una agudizacion, lo que lleva a una rapida falla
durante la exacerbacién de la enfermedad, au-
menta los costes sanitarios por recaidas e incre-
menta la mortalidad debida a esta enfermedad.

Una de las posibles causas de disfuncion
muscular en los pacientes con EPOC puede ser
la pérdida de peso debida a la disminucién de
masa muscular o masa magra; nos dedicamos
a evaluar, mediante un trabajo retrospectivo,
los datos antropométricos y espirométricos de
los pacientes con EPOC que asistieron durante
2 afios a nuestro Laboratorio de Funcion Res-
piratoria del Hospital del Mar de Barcelona
(n=3353). Esto di6 como resultado un articulo
en Archivos de Bronconeumologia (Corone-
1, C. et al.; 2002b) y una carta a Clinical Nu-
trition (Coronell, C. et al.; 2002a) donde se
demostré que la prevalencia de bajo peso en

pacientes con EPOC en un hospital con pre-
dominante poblacién mediterranea con, indice
de masa corporal IMC) por debajo de 20 kg/
m2, fue de tan sé6lo 6,6%, cifra que se reducia al
3,1% si el dintel escogido era de 18 kg/m?2. Es-
tas cifras van claramente en oposicion a la pre-
valencia referida en el mundo anglosajon y del
norte-centro europeo, que muestra una preva-
lencia de bajo peso en pacientes con EPOC
que oscila entre el 25 y el 35% (Congleton, J.;
1999; Debigare, R. et al.; 2001; Franssen, F.M.
et al.; 2002).

Teniendo en cuenta estos datos de escasa
prevalencia de bajo peso en nuestros pacientes
con EPOC, no se explica la alta prevalencia de
disfuncién muscular en ellos. Por ello nos de-
dicamos a evaluar en un estudio prospectivo y
en pacientes con EPOC grave (n=30) las varia-
bles de funcién muscular periférica, especifi-
camente del musculo cuadriceps. Esto origind
una publicacion en el European Respiratory
Journal (Coronell, C. et al.; 2004) donde se
demostré que los pacientes con EPOC tenian
una disminuciéon de un 43% de su fuerza mus-
cular, al igual que una disminucién de un 77%
en su resistencia, al compararlos con controles
del mismo grupo etareo.

Tratando de profundizar en la causa de
la disfuncion muscular periférica en los pa-
cientes con EPOC, hicimos a continuaciéon otro
estudio prospectivo donde evaluamos el dafio
sarcoplasmico y sarcomérico mediante inmu-
nohistoquimica y microscopia electrénica. Este
trabajo se halla enviado a Chest (Coronell, C. et
al.; 2006) para revision y, en él, se demuestra
por primera vez que los pacientes con EPOC
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presentan mayor dano a nivel del masculo cua-
driceps que los controles sanos.

Debido a que en la EPOC los musculos
periféricos, especificamente los de las extre-
midades inferiores, pudieran estar afectados
predominantemente por el sedentarismo, de-
cidimos estudiar otras causas de disfuncién
muscular en un grupo de musculos en que este
factor se hallara ausente, como son los mus-
culos respiratorios. Estos mantienen su nivel
de actividad normal o incluso aumentada. Para
ello tomamos un musculo como el intercostal
externo, que es facilmente accesible a la biop-
sia, siguiendo un modelo minimamente inva-
sivo descrito por nuestro grupo (Aguar, M.C.;

1995; Ramirez-Sarmiento, A. et al.; 2002b).
Como en trabajos precedentes ya habiamos va-
lorado el dano sarcomérico (Orozco-Levi, M.
et al.; 2001b), el estrés oxidativo (Barreiro, E.
et al.; 2005a) o la actividad enzimatica (Pasto,
M.; 1988), en esta ocasion el trabajo se centrd
en la evaluacién de la actividad inflamatoria.
Se ha enviado este trabajo para revision al Eu-
ropean Respiratory Journal (Casadevall, C.
et al.; 2006). En él se ha demostrado que las
citocinas proinflamatorias TNF-a e Interleuci-
na 6 (IL-6) se encuentran aumentadas en los
musculos intercostales externos de los pacien-
tes con EPOC al compararlo con los controles
sanos.



Estudio 1

SINDROME DE BAJO PESO ASOCIADO
A LA EPOC EN NUESTRO MEDIO

Arch Bronconeumol. 2002;38:580-4.

HIPOTESIS DEL ESTUDIO.

Hipétesis Nula (H,): Los pacientes con
EPOC originarios del area mediterranea tienen
alterado su estado nutricional en términos de
peso e indice de masa corporal (IMC). Especi-
ficamente, la gravedad de la EPOC se asocia de
forma directa con el deterioro nutricional, y no
hay diferencias en la prevalencia del sindrome
de bajo peso descrita en otros paises.

Hipétesis Alternativa (H,): Los pacientes
con EPOC originarios del area mediterranea
no tienen alterado su estado nutricional en tér-
minos de peso e IMC. No existe una asociacion
entre la gravedad de la EPOC y el estado nutri-
cional, lo que seria una controversia respecto a
los estudios de las relaciones entre peso corpo-
ral y EPOC descritos en otros paises.

Objetivo general:

Evaluar estado nutricional (peso corporal
total, indice de masa corporal) en pacientes con
EPOC originarios de la region mediterranea.

Objetivos especificos:

e Determinar la relacién eventual entre
la presencia de EPOC y bajo peso corporal (se-
gun IMC) en poblaciéon originaria de nuestro
medio.

e Evaluar la presencia de relacion dosis-
respuesta ante la gravedad de la EPOC y el gra-
do de deterioro del estado nutricional.

e Calcular la prevalencia de bajo peso
corporal teniendo como dintel diferentes pun-
tos de corte de IMC.
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Carta

COPD and body weight in
a Mediterranean population
Clinical Nutrition 2002;21:437
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CORRESPONDENCE

COPD and body weight in a Mediterranean population

Dear Sir

We have read with great interest the review article
recently published by Franssen et al. in Clinical
Mutrition on the impact of starvation, deconditioning
and ageing in chronic organ diseases, such as chronic
obstructive pulmonary disease {COPD) and chronic
heart failure (1). However, we would like to make some
comments. It is certainly true that weight loss appears as
a common finding (25-30%) in patients with COPD
living in North America and Northern Europe (2, 3).
This is clinically important since weight loss is asso-
ciated with skeletal muscle dysfunction, exercise toler-
ance, quality of life and survival (4, 5). However, there
is a general clinical perception that weight loss would
he less common in the Mediterranean area, than in
Morthern countries. In this regard, researchers from
reference centers performing studies on underweight
COPD patients in our area, systematically require full
collaboration from other centers to recruit enough
number of subjects. With this and Franssen's article in
mind, we investigated retrospectively, anthropometric
data from consecutive non-selected COPD  patients
tested in our Pulmonary Function laboratory in the last
2 years (n=3333). Although most of them exhibited a
moderate-to-severe disease (FEV,. 534+9% pred), the
prevalence of subjects with body mass index (BMI)
< 18kg/m® (which can be considered a threshold with
clinical relevance) was only 4.1%%. We feel that although
our observation should be confirmed with a larger and
multicentric study, it strongly suggests that some

Submission date: 10 May 2002 Aecepred: 10 May 2002

i 2002 Elsevier Science Lid, All rights reserved.
doi: 10.1054/clnn. 20020573, available online at hiy

Reply to Dr Coronell et al.

Dear Sir

In a reaction to our review paper about the observed
alterations in peripheral skeletal muscles i chronic
organ diseases (1), Coronell and colleagues comment
that the prevalence of nutritional abnormalities in
COPD patients in the Mediterranean area is lower than
in patients with similar ethnic origins in Northern
countries, They propose that lifestyle differences be-
tween these populations might be responsible for this
abservation. Although their letter has absolutely no
beating on our review article, we would like to respond
to this hypothesis.

www.idealibrary.com on IDE %I.'

populations of the Mediterranean area (for instance
Catalans, living in North Eastern Spain and South
Eastern France) could be protected against weight loss
associated with COPD. Other populations with similar
cthnic origing, but different lifestyles (such as the French
Quebequers) (2), also appear to exhibit a high pre-
valence of underweight COPD patients. Therefore, we
suggest that specific life habits can account for this
difference,

Carlos Coronell, Mawricio Orozeo-Levi, Joaquim Gea
Servei de Prneumologia, Hospital del Mar-I.M 1M,
Universitat Pompen Fabra (UPF) &

Universitar Awtdnoma de Barcelona (UAB)

Barcelona, Catalonia, Spain
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The relationship between nuiritional status and
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is well
established. Published prevalence rates vary from 20% in
clinically stable out-patients (2) up to 70% in patients
suffering from acute respiratory failure (3) depending on
patient characteristics and the definition of nutritional
status. Epidemiological studies in  different patient
populations in Europe, USA and Canada have identified
a low body weight for height {4-7) and a history of
weight loss () as independent predictors of mortality
in COPD» patients, More specifically depletion of fat-
free mass, mainly consisting of skeletal muscle mass,
contribules Lo exercise intolerance (9) and muscle
weakness (10} and adversely affects health-related quality
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Estudio 2

RELEVANCE OF ASSESSING QUADRICEPS
ENDURANCE IN PATIENTS WITH COPD

Eur Respir J. 2004;24:129-136.

HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Hipoétesis Nula (H,): Los pacientes con
EPOC de nuestro medio tienen relativamente
preservado su estado nutricional. Esto permite
hipotetizar que la fuerza y la resistencia muscular
periférica estin preservadas en estos pacientes.

Hipoétesis Alternativa (H,): Los pacien-
tes con EPOC de nuestro medio muestran dis-
funcion muscular periférica (i.e. debilidad y
fatigabilidad) a pesar de tener preservado su
peso e IMC.

Objetivo general:

Evaluar la fuerza y resistencia muscular
en las extremidades inferiores de los pacientes
con EPOC de nuestro medio, y las relaciones
que pueden existir con el estado nutricional, la
gravedad de la enfermedad y la actividad fisica
cotidiana.

Objetivos especificos:

e Determinar la fuerza del cuadriceps de
pacientes con EPOC y compararla con indivi-
duos sanos (grupo control) apareados por gé-
nero, edad e IMC.

e Evaluar la resistencia del cuadriceps de
pacientes con EPOC y compararla con indivi-
duos sanos (grupo control) apareados por gé-
nero, edad e IMC.

e Estimar la relacion que puede existir en-
tre la debilidad y la fatigabilidad del cuadri-
ceps con la gravedad de la EPOC. La fuerza
del cuadriceps de pacientes con EPOC y com-
pararla con individuos sanos (grupo control)
apareados por género, edad e IMC.

e Evaluar la potencial correlacion entre
las medidas de fuerza y resistencia en el cua-
driceps de pacientes con EPOC, y deducir la
capacidad predictiva de una sobre otra.

e Evaluar la presencia de relacién dosis-
respuesta ante la gravedad de la EPOC Yy el gra-
do de disfuncion (debilidad y fatigabilidad) del
cuadriceps de pacientes con EPOC.



Coronell C, Orozco-Levi M, Méndez R, Ramirez-Sarmiento A,
Galdiz JB, Gea J.

Relevance of assessing quadriceps endurance in patients
with COPD.

Eur Respir J. 2004 Jul;24(1):129-36.

Comment in:
Eur Respir J. 2004 Jul;24(1):6-7.
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Estudio 3

INJURY OF PERIPHERAL MUSCLES IN SUSCEP-
TIBLE SMOKERS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASE

Enviado a revision a CHEST, 2005.

HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Hipétesis nula (H,): Los musculos respira-
torios de pacientes con EPOC muestran signos
de dano celular. Sin embargo, los muasculos pe-
riféricos de estos pacientes no tienen alterada
la estructura celular (membrana o aparato con-
tractil) lo cual permite excluir la presencia de
factores deletéreos con efecto sistémico.

Hipétesis Alternativa (H)): Los miusculos
periféricos de los pacientes con EPOC tienen
alteraciones estructurales a nivel de la inte-
gridad de la membrana celular o del aparato
contractil (i.e., dano muscular) lo que permi-
te postular la presencia de factores deletéreos
con efecto sistémico sobre todos los musculos
de estos pacientes, tanto respiratorios como
periféricos.

Objetivo general:

Investigar la presencia de alteraciones de
la integridad de la membrana muscular (sarco-
lema) y del aparato subcelular contractil (sar-
comeras) en musculos periféricos de pacientes
con EPOC.

Objetivos especificos:

e Evaluar la relacion que puede existir en-
tre la presencia de EPOC y dafio celular en el
musculo cuadriceps (membrana, sarcémeras) y
compararlos con individuos sanos (grupo con-
trol) apareados por género, edad e IMC.

e Determinar la relacion que puede existir
entre tabaquismo y dafio celular en el misculo
cuadriceps de pacientes con EPOC.

e Evaluar la relacion que puede existir en-
tre la gravedad de la EPOC y el nivel de activi-
dad fisica habitual con la presencia y gravedad
del dafio celular de los musculos cuadriceps de
estos pacientes.

e Estimar la relacion que puede existir en-
tre la magnitud de dafio de membrana con la
disrupcion de sarcomeras en el musculo cua-
driceps de individuos sanos y de pacientes con
EPOC.

73



74

Estudio 3. Injury of peripheral muscles in susceptible smokers with chronic obstructive pulmonary disease

Injury of peripheral muscles in susceptible smokers with chronic

obstructive pulmonary disease

Journal:

CHEST

Manuscript ID:

draft

Manuscript Typea:

Manuscript

Department:

Chinical Investigations - Pulmanary

Date Submitted by the
Authar:

n/a

Complete List of Authors:

Keywords:

Oropco-Levi, Mawricio; Hospital del Mar - UPF, Respiratory Medicine
Coronell, Carlos; Hospital del Mar-UPF, Respiratory Medicine
Ramirez-Sarmiento, Alba; Hospital del Mar-1MIM, Respiratory
Department

Ligreta, Josep; Hospital del Mar-UPF, Pathology

Martinez-Llgrens, Juana M. Hospital del Mar-1MIM, Respiratary
Department; Hospital del Mar-IMIM, Respiratory Medicine

Galdiz, Juan B.; Hospital de Cruces, Respiratory Medicine

Gea, Joaquim; Hospital del MAr-IMIM-UPF, Respiratory Medicine

CHRONIC OBSTRUCTIVE PUL. DIS., EXERCISE PULMONARY,

RHABDOMYOLYSIS, EXERCISE, TNJURY

powernd by ScholarOng

Manuscript Central™

ScholarOne - hitp:lischolarone.custhelp.com - (434) B17-2040 X167




Estudio 3. Injury of peripheral muscles in susceptible smokers with chronic obstructive pulmonary disease

Injury of peripheral muscles in susceptible smokers
with Chronic Obstructive Pulmonary Disease.

Carlos Coronell, Alba Ramirez-Sarmiento, Josep Lloreta', Juana Maninez-Llorens,
Juan B, Galdiz', Joaquim Gea, and Mauricio Orozeo-Levi, on behalf of the ENIGMA
in COPD group.

Authors® affiliation: Unitat de Recerca Muscular | Respiratoria (URMAR), Institut
Municipal d’Investigacid Médica (IMIM), and Servei de Pneumologia, Hospital del
Mar, Barcelona, (1) Servei de Anatomia Patologica, Hospital del Mar, CEXS-
Universitat Pompeu Fabra and Universitat Autdnoma de Barcelona. Cataloma, Spain.
Barcelona (Catalonia), Spain. (2) Department of Respiratory Medicine, Hospital de
Cruces, Barakaldo, Basque Country, Spain.

Corresponding author: M. Orozco-Levi, MD, Phi). Unitat de Recerca Muscular i
Respiratoria, IMIM, Carrer Dr. Adguader, 80, Barcelona E-08003, Fax (+34) 93
2213237, E-mail: morozcofiiimin.cs.

Source of support:  Supported, in part, by Red Respira (RTIC CO3/11, Fondo de
Investigacion Sanitaria, Instituto de Salud Carlos 1), and SEPAR, “Ministerio de
Educacion, Cultura y Deporte de Espafia”, Grant Code 72.129.052.

Preliminary results: Presented, in part al the American Thoracie Society Annual
Meeting in Orlando (FLA), USA, 2004,

Running Head: Injury of peripheral muscles in COPD.

Online data supplement:  This article has an online data supplement, which is

accessible from this issue's table of content online at www.chestjournal org.

WORD COUNT FOR BODY
(OF THE MANUSCRIPT:
Introduction ' 302 words
Methods 3 2874  words
Results E 394  words
[Discussion ] 1629  words
Total word count : 3194  words

ScholarOne - http:iischolarone.custhelp.com - (434) B1T-2040 X167

75



76

Estudio 3. Injury of peripheral muscles in susceptible smokers with chronic obstructive pulmonary disease

ABSTRACT,

Muscle injury has clinical relevance in diseased individuals because it is associated with
muscle dysfunction in terms of decreased strength and/or endurance. This study was
aimed at answering three questions: if the presence of chronie obstructive pulmonary
disease (COPD) is associated with peripheral muscle imjury; if muscle injury is
associated with some of the relevant functional impairment in the muscles; and if
muscle injury can be solely justified by deconditioning. Twenty-ong male COPD
patients were eligible for the study, Seven healthy volunteers recruited from the general
population were included as controls. Function of the quadriceps muscle was assessed
through specific single leg exercise (strength and endurance). Cellular (light
microscopy) and subeellular (electron microscopy) technigues were used to evaluate
muscle injury on biopsies from the vasrnes fateralis muscle, Signs of injury were found
in muscles from both contrel and COPDY patients, not only in cases showing severe
airfllow obstruction but also in the mild or moderate stages of the disease. Current
smoking and presence of COPD were significantly associated with increased injury of
the muscle as assessed by light and electron microscopy technigues. We conclude that
peripheral muscle injury is evident in mild, moderate and severe stages of COPD even
in the absence of respiratory failure, hypercapnia, chronic steroid treatment, low body
weight, or some coexisting disease, These findings support that systemic factors with
deleterious effect are acting on peripheral muscles of smokers with COPD increasing

the susceptibility of the muscle fibers 1o membrane and sarcomere injury.

ABSTRACT WORD COUNT: 246

KEY WORDS: COPD, skeletal muscles, membrane, sarcomere, injury,
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INTRODUCTION.

Muscle injury is a concept that refers to a group of morphological abnormalities in the
muscles associated with either exertion or diseases,'” Typical signs of muscle injury are
the disruption of cell membrane structures (sarcolemma, mitochondria, sarcoplasmic
reticulum and T-tubules), degeneration of the cytoplasm, and disorganization of the
contractile  myofibrils  (including sarcomere  disruptions, Z-band  streaming,
misalignment of the myofilaments, and desmin loss)."*

Muscle injury is not an irrelevant or anecdotal observation, It deserves attention and has
a clinical impacl because il 15 associaled with muscle dyslunction (1.e., decreased
strength and/or endurance).' Recent studies have demonstrated that the diaphragm (the
main respiratory muscle) shows signs of injury as assessed by both light' and electron’
microscopy in patients suffering chronic obstructive pulmonary disease (COPLD). The
greatest injury is found afier inspiratory loading (ie. diaphragm exertion).’
Susceptibility to additional sarcomere injury in response 1o inspiralory loading 15 higher
in the diaphragm of the COPD patients (up to three times higher when compared with
conirols) despite clinical stability and no significant comorbidity.*

The ultimate cause of diaphragm injury present in COPD is not clear. Although chronic
mereased loads may merease regonal stress and stram on the diaphra.gm.' other non-
mechanical factors with systemic effects (e.g., inflammatory mediators) could also
participate in this injury.” We postulated that, if this is the case, other skeletal (non-
respiratory) muscles should alse demonstrate increased signs of injury in assoeiation
with the presence of COPD. By employing two sensitive morphological techniques o
detect both cellular (sarcolemmal) and subcellular (sarcomeric) signs of musele injury,
the purpose of this cross-sectional study was, firstly, to determine if’ the presence of

COPD is associated with peripheral muscle injury; secondly, 1o evaluate if muscle

b
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injury is associated with some relevant functional impairment in the muscles; and,

thirdly, to determine if muscle injury can be justified by deconditioning.
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METHODS.

STUDY DESIGN. This study is a case-control investigation of the potential
associations between COPD and peripheral musele injury. Cases and control subjects
were recruited from the Hospital del Mar, a third level hospital al Barcelona (Spain). A
total of twenly-one subjects (67+7 yr.) were selected for the study, and stratified into
two groups according to pulmonary function tests (COPD [n=14] and controls [n=T]).
ETHICS. The Research Committee of Human Investigation at the Municipal Institute
for Medical Research approved the study and informed written consent was obtained
from each participant afer a full explanation of the purposes and characteristics of the
study.

IDENTIFICATION AND ENROLLMENT OF CASES. Eligible cases were
identified from patients attending the pulmonary outpatient ¢linie of the center. For a
patient to be enrolled as a case, a diagnosis of COPD had to be present on the basis of
long time-exposure Lo cigaretle smoke, with signs and symploms of chronic bronchilis
and/or pulmonary emphysema and functional criteria of chronic and irreversible airflow
obstruction (FEV /forced vital capacity < 708, FEV, < 80%% pred, and < 12% change in
FEV, following 400 mg of inhaled salbutamol) according to ATS/ERS eriteria” All
patients were chinically stable for = 4 months from the last exacerbation and received
inhaled bronchodilators, The presence of cardiopathies, metabolic diseases or join
dysfunction was considered as exclusion eriteria,

IDENTIFICATION AND ENROLLMENT OF CONTROLS. To reduce the
possibility of a biased selection of hospitalized controls, we prospectively selected a
group of healthy volunteers recruited from the general population. We used frequency
matching on age because age is a known risk factor for changes in muscle structure and
function, Control subjects were sought as close as possible within each age interval 10
the cases (60-65, 66-70, 70-75 years). Aller asceriaining the absence for eriteria of

4
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COPD or absence of some disease able to affect muscle function, the subject was asked
for permission to be interviewed and enrolled in the study. Healthy status was defined
as the absence of known diseases as assessed by a systematic medical interview, general
physical examination (performed by experienced physicians from the authors group),
and normal pulmonary function.

MEASUREMENTS.

Anthropometry and nutritional evaluation. Levels of serum albumin, cholesterol and
iransferrin were determined as biological parameters, Body weight and body mass index
(BMI1) was evaluated as anthropometric parameters.

Daily physical activity (PA). Daily PA was assessed by the Baecke’s questionnaire’
modified for elderly people.®” This questionnaire evaluated household activities, sports
activities and other physically active leisure-time activities during the previous year, and
gave an overall PA score, The subjects were asked to describe the type of activity, hours
per week participation and the period of the year in which the aclivily was normally
performed. All activities were classified according to posture and movement. An

intensity code based on net energetic costs of aetivities according 1o Bink et al."

was
used to classify each activity, The method evaluates the activity of older subjects as
high, medium or low. With this method, subjects who obfuined a score =% were
classified as having low PA, and thus “mdl:ntary“,a'g'”

Pulmonary and respiratory muscle function. Pulmonary and respiratory muscle
function was assessed by forced spirometry'® (Datospir 900; SIBEL, Barcelona, Spain),
static lung volumes, airway resistance and carbon monoxide transfer factor”
(Masterlab, Jacger, Wiireburg, Germany), Reference values used were those for the
Mediterranean population." Arterial blood samples were obtained from the radial artery
of the non-dominant arm for partial pressure of oxygen and partial pressure of carbon

dioxide measurements using conventional polarographic technigues (Rapidlab 860;

5
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Chiron/Diagnostic, Wuppertal-Barmen, Germany). We followed the guidelines for
pgrading disease severity in COPD of the Global Initiative for Obstructive Lung
Disease,'*

Muscle biopsies and sample processing. Biopsies from the vastus lateralis were taken
at middle of the thigh (approximately 15-cm above the patella) as deseribed
elsewhere." For assessment and quantification of muscle injury we chose two non-
redundant {complimentary) methods based on light and electron microscopy. For the
former, one part of each sample was processed for immunochistochemical techniques
using a polyclonal anti-human anlibody directed against albumin (Code No. AD0DD];
DakoCytomation, DK-2600 Glostrup, Denmark) as a primary antibody (figure 1),
Increase permeability of the cellular membrane o albumin is a sign of membrane
injur:r',IT The second part of each muscle biopsy was processed 1o evaluate signs of
subcellular muscle injury through electron microscopy. Muscle samples were processed
according to semiautomatic methods (Tissue Processor E9200; BioRad, Watford, UK).
Disrupted sarcomere were evaluated as a sign of muscle injury and defined as has been
deseribed elsewhere (figures 2 and 3)."* Additional detail on the method for making
these measurements is provided in an onling data supplement.

Quadriceps muscle function: strength and endurance. Function of the dominant
quadriceps muscle was evaluated after two weeks of the biopsy procedure. Both muscle
strength and endurance of the dominant leg were evaluated during specific (local) single
leg exercises at an exercise beneh.'” Additional detail on the method for making these

measurements is provided in an onling data supplement.

STATISTICAL ANALYSIS. All parameters were checked for normality of
distribution, A comparison of case and control characteristics was conducted using the ¢

test (for gquantitative variables of normal distribution), Kruskal-Wallis test (for

[
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quantitative variables of non-normal distribution) or ¥ (for qualitative variables).”

Statistical significance was considered at p=0.05,
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RESLILTS.

Nutritional status and anthropometrical data. The general characteristics of the
study population are shown in Table 1, nutritional variables were within the reference
values in both study groups. Age, body weight and BMI were similar within the study
Zroups.

Pulmonary function. All control individuals showed normal pulmonary function tests.
The group of patients with COPD included a wide range of airflow obstruction (FEV,
21-76% pred). A total of 13 patients (93%) showed pulmonary air trapping (defined as
residual volume/total lung capacity >35%), 6 palients (43%) showed pulmonary
hyperinflation (defined as total lung capacity =120% pred), and 10 patients (71%)
showed a decreased CO transfer factor (table 1). A total of 12 patienis showed
hypoxemia (Pa,0-<60 mmHg).

Daily Physical Activity (PA) scores. Daily PA scores ranged 2.9-21.9 with a median
value of 10. Four patients scored <9 in the PA questionnaire. No significant statistical
difference in PA scores was observed between COPD patients and controls (Table 1),
Strength and endurance of the quadriceps muscle. The values of Qhgye showed a
wide range in the two study groups. The control group showed a Quve of 1749 kg, The
COPD patients showed quadnceps weakness and increased susceptibality to fatigue as
shown in Table 2. All healthy controls reached the 30-min time limit when performing
the Qi test. In contrast, all COPD patients showed an early onset of ask failure as
represented by —66% lower Qyim when compared with control volunteers. This decrease
was evident even in those patients showing only mild or moderate airflow obstruction
and relatively normal PA, Impairment in the Qhyn was imespective of daily PA scores,
Task failure was associated with limiting symptoms (discomfort) of the exercised thigh,
and a transitory decrease in the quadriceps strength after task failure, The Quwpee and

Oriim did not correlate with pulmonary function, nutritional parameters or daily PAL
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Association between muscle injury, smoking and COPD. Irrespectively of the
smoking status, both sarcolemmal and sarcomere disruptions were present in 100% of
control individuals and 100% of COPD patients (figure 4). However, both current
smoking and presence of COPD associated with significant increases in both
sarcolemmal and sarcomere injury (figure 5). Injury was increased not only in cases
showing severe airflow obstruction but also in the mild or moderate stages of the
disease. A swatistically significant dose-response relationship (as assessed by linear
correlation) was found between function of the muscle (as assessed by Qg ) and both

sarcolemmal and sarcomere disruptions (p<0.05, both).
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DISCUSSION.

The novel aspects of the present study can be summarized as four concepts. The first
concepl is that both sarcolemma and sarcomere disruptions are found in quadriceps
samples from all healthy individuals, although low in prevalence, This finding supports
the hypothesis that morphological signs of cell injury are involved in physiologic
phenomena within normal muscle fibers (e.g., autophagy, damagefrepair dynamics,
apoptosis, etc). The second point deals with increased signs of sarcolemma and
sarcomere disruptions in quadriceps from COPD patients, This is evident not only in
patients with severe airflow obstruction but also in those in the mild or moderate stages
of the disease. It supports the hypothesis that processes leading 1o quadriceps injury
develop even in early stages of the disease. The third point deals with the coexistence of
muscle injury and quadriceps dystfunction in COPD patients as expressed by decreased
strength and lowered endurance during specific single-leg exercise. Consequently,
muscle imjury can be related (causally or not) o peripheral muscle dysfunclion in
COPI. Finally, the fourth point relates to the study design. We selected patients with
stable COPD and excluded those with acute or chronie respiratory failure, hypercapnia,
chronic steroid treatment, low body weight, or some coexisting diseass. In consequence,
the study allows us to suggest that susceptibility to musele imjury s mereased in non-
comorbid COPD patients and must be considered not 1o be exclusive in patients with
advanced disease or coexistent diseases.

Previous studies. Quadriceps muscles show functional, morphological and metabolic
changes in patients with COPD. Various descriptive studies consistently demonstrate
that the presence of COPD associates with both decreased strength and endurance in the
quadriceps muscles."™"'™ These changes have clinical relevance because quadriceps

dysfunction is associated with decreased exercise capacity (e.g., decreased 6 walking
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distance and maximal oxygen uptakg}_m':":j

increased symptoms during peneral
exercise’ and a lower quality of life.™

Serres et al'' demonstrated a correlation between deconditioning and quadriceps
fatigability in a group of COPL patients, However, muscle dysfunction 15 independent
of the severity of the disease affecting even patients in the mild to moderate stages of
the disease. Moreover, Coronell et al' highlighted that quadriceps endurance is
impaired even in absence of sedentarism, drugs, respiratory failure, or comorbidity.
From a morphological point of view, quadriceps muscles show decrensed muscle
mass™, type [ and type 11 fiber size,”” myoglobin concentration,”™ " and type 1 fiber
proportions ™ in COPD patients. This | — 11 shift in fiber type is associated with early
anaerobic metabolism during exercise™™ and low muscle oxygen uptake™ Capillary
density,™ proportion of type II fibers, and MyHC type I isoforms are increased.

From a metabolic point of view, the quadriceps of COPD patients consistently shows a
decreased aerobic capacily (as assessed by aitrate-sinthase, succinil-dehydrogenase, and
hydroxiacilCoA  enzymes). Maltais et al™ showed an association between the
concentration of asrobic enzymes in the guadriceps and oxygen uptake. However,
eytochrome-oxidase (COX), the final step of oxidative phosphorilation, has been found
to be increased’’ probably as a compensatory mechanism due to chronic or intermittent
hypoxia.™ In addition, mitochondria content was found to be normal in the muscle.™
Some anagrobic enzyme activities remained normal (mainly lactate-dehydrogenate
[LDH] and hexokinase [HE]P™, although phosphofruetokinase (FFK) activity appears
to increase.”

Quadriceps muscle injury. The suthors have been unable to find any previous study
assessing peripheral musele injury in patients with COPD. Signs of injury have been
described in respiratory muscles from both healthy’ and diseased individuals.

Diaphragm fiber injury has also been deseribed afier sudden infant death syndrome™

1
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and fatal asthma.'' In patients with COPD, MacGowan et al.” showed that increasing
severity of airflow obstruction is associated with an increased area of abnormal
diaphragm (i.e., injured muscle) and a decreased proportion of normal diaphragm as
assessed by light microscopy techniques. Subcellular damage in diaphragms from both
healthy volunteers and COPD patients has also been observed using electron
microscopy studies.* These findings support that muscle injury is common in the human
diaphragm, being more evident in COPD patiems, and is higher after inspiratory loading
especially in the diaphragm of those with COPD, Altogether, this data and the present
study allow us 1o interpret that muscle injury affects both respiratory (diaphragm) and
peripheral (vastus lateralis) muscles in COPD patients. This concept implies that
factorn(s) with systemic effects, not only increased mechanical loads, but is also involved
in the injury of skeletal muscles associated with the disease, The cross-sectional design
of the present study does not allow us to determing a causal-effect relationship of
mereased penipheral musele mjury and COPD. However, some possibilites will be
briefly discussed below.

Musele injury involves several mechanical and metabolic processes*™" Numerous
studies in both animal models and humans have shown that exertion can injure the limb
museles. However, additional factors should be brought up because it is generally
assumed that COPD patients perform less daily activities than healthy age-matched
controls.'’ Disrupted innervation or decreased neuromuscular activity can lead 1o
changes in fiber types. Gosker et al™ indeed pointed towards a slightly more
pronounced neurogenic atrophy in the gquadriceps of COPD compared 1o healthy
eontrols. However, no data is available on the mnervation of peripheral muscles n
COPD. Inactivity and unloading can reduce oxidative capacity and decreased fiber |
proportion in quadriceps muscles, but it appears not to be related o muscle injury. An
imbalance between protein synthesis and breakdown in favor of the latter could feasibly

'|'|‘
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increase muscle imjury in COPD. Findings pointing towards the involvement of
decreased muscle synthesis in muscle wasting have been reported for underweight
patients with emphysema.” Oxidative stress and systemic inflammation may be
possible factors involved in net protein loss and muscle injury. Enhanced oxidative
stress probably oceurs in the peripheral muscles of COPD patients. Protein oxidation by
reactive oxygen species (ROS) leads to the formation of carbonyl groups of amino acid
residues, thereby modifying the protein structure and/or chemical properties. These
altered proteins are more susceptible to proteases or may be even be recopnized as
foreign substances thus being attacked by the immune system.* In addition, some
studies suggest that oxidative stress can suppress protein synthesis in skeletal muscles
of COPD patients."™" During acute inflammatory mediated metabolic siress, a
redistribution of the body's protein content occurs with the preferential depletion of
skeletal muscle providing substrate and energy for acute phase protein synthesis in the
liver and possibly in other tissues as well.®  This process is tightly regulated by
cytokines, of which THNF-u is important. An association between systemic inflammation
especially reflected by the inereased circulating levels of TNFa and the soluble TNFa-
receptors and chronic muscle wasting has indeed been observed in COPD." There is
abundant evidence that the ubiquitin-proteasome pathway is responsible for most of the
increased protein breakdown in various types of muscle atrophy.™ Whether this is the
case in subgroups of patients with COPD however needs 1o be examined. Interestingly
in an anmimal maodel, it has been demonstrated that the admimstration of various
inflammatory cytokines enhanced ubiquitin gene expression in skeletal muscle.”!
Oxidative damage to proteins also results in degradation through the ubigquitin-
proteasome pathway.” It can therefore be speculated that oxidative stress and/or
elevated levels of circulating inflammatory  mediators trigger muscular  protein
breakdown in COPD. Alernatively, impaired regeneration of muscle fibers may be

13
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involved in muscle damage as well. In normal conditions, replacement of damaged or
diminished muscle fibers can be established by the proliferation of satellite cells into
myoblasts, which subsequently differentiate into myocytes, Interestingly, Langen et al,'’
recently demonstrated impaired differentiation of myocytes afler exposure to TNFa and
the possible involvement of ROS. It can therefore be hypothesized that impaired muscle
regencration s involved in muscle fiber damage in COPD patients. Other potential
factors can be muscle loading, disrupted innervation, or altered hormonal profiles,
Altered hormonal profiles, especially of testosterone and thyroid hormone, may also
influence fiber type proportions. Serum thyroid hormone levels are normal in COPD™,
but hypogonadism has indeed been reported for COPD.™ To what extent the observed
hormonal changes influence musele injury in COPD need 1o be further investigated.

Potential clinical implications. A beter understanding of the biochemical,
morphologic, and functional correlation of injured skeletal muscles will facilitate
diserimination of how mjury, latigue, and weakness contribute to both respiratory and
peripheral muscle dysfunction in COPD, In fact, muscle injury associates not only with
loss of functional capacity of the musele but it is also closely related o stimulation of
complex reparative mechanisms. These mechanisms can induce adaptation to increased
utilization and stress in skeletal muscles (ie., training).”™ In order to optimize
therapeutic interventions, a better understanding of these mechanisms and the patients
that are most susceptible 1 peripheral musele injury needs o be determined. A potential
clinical implication associates with exercise lesting, proper exercise lechnigue,
supervision, and optimal exercise prescription to optimize benefits and success of a
traiming program for COPD patients, The single workout must then be designed
reflecting these targeted program goals including the choice of exercises, order of
exercise, amount of rest used between sets and exercises, number of repetitions and sets
used for each exercise, and the intensity of each exercise. For progression, these

14
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or advance specific training goals and to avoid detrimental muscle injury.

susceptibility 1o fiber injury.
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variables must then be varied over time and the exercise prescription altered to maintain

CONCLUSIONS, This study demonstrates that both presence of COPD and current
smoking is associated with increased injury of peripheral muscles. Quadriceps injury is
evident in mild, moderate and severe stages of the disease despite absence of respiratory
failure, hypercapnia, chronic steroid treatment, low body weight, or some coexisting
disease. These findings support that cigarette smoking and other systemic factors with

deleterious effect are acting on peripheral muscles of COPD patients increasing the
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TABLE LEGENDS.

TABLE 1. All dara are expressed as meantSD wnless otherwise indicated.
Abbreviations: (BMI): body mass index; (FEV,): forced expiratory volume at the "
second; (FEV/FVC): spirometric ratio; (TLC): total lung capacity, (DLeal: Diffision
capacity for C0: (Paly and PaCOz): Partial arcerial pressuve for O and €O,
respectively; (o ): arhitrary units as in Voorrips et al” (*):p<0.05 COPD patients

campared to controls; (**); p<0.0] COPD patients compared 1o conrols,

TABLE 2. Data are presented as meantSD. Abbreviations: (Quee): quadriceps
maximal  strength  during  maxinmm  veluntary  contraction; (O guadriceps
endurance wsing novmalized foad (equivalent to 10% of the Qwed contraction
Sfrequency, statfe torque and dvnamic tarque. (*); p=0.05 COPD patients compared ta

canirals, (**): p=<0.01 COPD patients compared to controls,

TABLE 3. Dara are presenied as mean+SD. Abbreviations: (CSA): cross sectional

area of muscle fibers.
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FIGURE LEGENDS

FIGURE 1. Representative immunohistochemical staining of vastus lateralis biopsies
from (A) a healthy non-smoker control individual, (B) a former-smoker COPD patient,
and (C) a current-smoker COPD patient. Permeability of the cellular membrane to
albumin is a sign of musele membrane injury.'” In these cases, immunocomplexes were
detected using immunoperoxidase technique. Detail on the method for making these

measurements is provided in an online data supplement.

FIGURE 2. Electron microscopy images showing both normal (A) and disrupted (B)
sarcomere in vastus lateralis from a COPD patient. Part of two adjacent muscle fibers is
illustrated. Elements of several sarcomere of adjacent myofibrils are affected by a
change referred to as streaming (zigzag appearance) of the Z-line. Detail on the method

and eritenia for making these measurements 15 provided in an online data supplement.

FIGURE 3. Representative part of longitudinal sections (transmission electron
microscopy) from quadriceps muscle fibers is illustrated. Figure (A) exhibits a normal
structure in the vastus lateralis muscle from a non-smoker healthy control, Figures (B),
(C) and (I cormespond to a sample of vastus lateralis oblained from a non-smoker
COPD patient exhibiting degenerative changes of the myofibrils referred to as injury.
Disarray (B), streaming (C) and Joss (D) of myofibrils and Z-lines are illustrated,
Distension of sarcoplasmic reticulum is also shown (D). Detail on the method and

criteria for making these measurements is provided in an online data supplement,
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FIGURE 4. Proportion (%) of fibers showing sarcolemmal injury (A) and abnormal
area fraction of disrupted sarcomere (B) in different patient groups according to

presence of COPD, Mean+5D are shown,

FIGURE 5. Proportion (%) of fibers showing sarcolemmal injury (A) and abnommal
area fraction of disrupted sarcomere (B) in different patient groups according to two

criteria: smoking and presence of COPD. Mean+SD are shown.

FIGURE 6. Proportion (%) of fibers showing sarcolemmal injury (A) and abnormal

area fraction of disrupted sarcomere (B) in different patient groups according to severity

of the disease according 1o GOLD classification. Meant+SD are shown.
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TABLE 1

GENERAL CHARACTERISTICS OF THE STUDY POPULATION

STUDY GROUF
Healthy elderly COPD
controls patients
N 7 14
Age, years 69 + B 65 £ 7
BMI, kg/m® 264 + 27 253 + 55
FEV,, Ypred 98 £ 15 42 ¢ 18™
FEV4FVC, % T3+ 4 48 + 12**
TLC, %pred 99 + 10 118 + 31
Dlco, %opred 92 + 22 71+ 23
Pa0s, mmHg a0 = 9 68 + ™
PaCO,, mmHg 3B x5 45 + 6™
Daily physical activity, a.u. 14 + 8 12 £ 86
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TABLE 2.

STRENGTH AND ENDURANCE OF THE QUADRICEPS MUSCLE

STUDY GROUP
Healthy COPD
controls Patients
Quadriceps strength
Qmve, kg 5+ N 22+ 1"
Qwve, Yepred 85 + 19 64 + 20°
Quadriceps endurance
i, M. 281 '+.29 107 + 60~
Ciriim, Yopred 94 £ 10 36 + 20*

ScholarOne - http:/ischolarone.custhelp.com - (434) B17-2040 X167

95



96

Estudio 3. Injury of peripheral muscles in susceptible smokers with chronic obstructive pulmonary disease

TABLE 3.

CELLULAR CHARACTERISTICS OF QUADRICEPS MUSCLE

STUDY GROUP
Healthy COPD
controls patients
Capillary density
Capillaries/mm? 266 = 63 205 £ 75
Capillaries/fiber ratio 0.99 £ 019 0.96 £ 018
Type | fibers
Propaortion, % 339 M4+ 1
CSA. pm 4137 + B7V6 3265 + 1646
Least diameter, pm 51 + 12 52 + 9
Type Il fibers
Proportion, % 67 + 9 66 + 11
C3A, pm 3482 + 1234 3265 + 1043
Least diameter, pm 49 + 11 51 + 10
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Figure 5
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METHODS.

ONLINE REPOSITORY MATERIAL.

Muscle biopsies and sample processing. Biopsies from the vastus laleralis were taken
at middle of the thigh (approximately 15-cm above the patella) as described elsewhere.!
The size of the muscle sample was approximately & x 8 x 8 mm. Specimens were first
dissected free of visible connective tissue and far and the remaining muscle tissue was
guick-frozen in isopentane cooled Lo freezing point with liguid nitrogen and stored al -
TUPC until analysis. Ten micrometer-thick sections were cut varying the inclination of
the holder by 5 degree increments until the minimum cross-sectional area was oblained,
which was defined as wuly wansverse.” Each biopsy was divided into two blocks, one
of them was processed by immunohistochemical techniques using  monoclonal
antihodies directed against myosin heavy chain (MyHC) soforms type 1 and type 11
(MHCs and MHCT clones; Biogenesis, New Fields, Poole, UK). The cross-sectional
arca, mean least diameter, and proportions of type 1 and -11 fibers were assessed using a
light microscope (Olympus, Series AXTOTF; Olympus Optical Co., Shinjukuku, Tokyo,
Japan) coupled with an image-digitizing camera (View Finder Lite; Version 1.0.143¢;
Pixern Co., Los Gatos, CA) and an morphometry program (Scion Image, YVersion Bea
4.0.2; Scion Co., Frederick, MD, USA). A wotal of 125241 (range, 56-179) fibers were
measured in the biopsies. Fiber diameters between 40 and 80 pm were considered
normal.***

For assessment and guantification of muscle injury we chose two non-redundant
(complimentary) methods based on light and electron microscopy. For the former, one

part of each sample was processed for immunohistochemical technigues using a
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polyclonal rabbit anti-human antibody directed against albumin (Code No. ADDOL;
DakoCytomation, DK-2600 Glostrup, Denmark) as a primary antibody. Increase
permeability of the cellular membrang w albumin is a sign of membrane injur_'.r."' This
immunocomplex was detected using a horse-radish peroxidase-labeled goat anti-rabbit
secondary antibody (Code No. K4003; EnVision+ System-HRP labeled polymer, Dako
Co., Carpinteria, CA, USA) The reaction was developed with a chromogen solution
with 3 3-diaminobenzidine (Code No. K3468%; Liguid DAB+ Substrate-Chromogen
Solution, Dako Co,, Carpinteria, CA, USA), The analysis of intracellular albumin was
performed in duplicate (double-blind approach) using a calegorical scale (0-3), The
mean value obtained by the two observers was used for the statistical analysis.

The second part of each muscle biopsy was processed to evaluate signs of
subcellular muscle injury through electron microscopy. Muscle samples were processed
according to semiautomatic methods (Tissue Processor E9200; BioRad, Watford, UK)
as has been described elsewhere,” Micropholographs of the muscle samples were taken
from 16 randomly selected fields ar constant calibrated magnification (X 1900) using a
transmission electron microscope (CMI00; Philips, Amsterdam, The Netherlands). An
accelerating voltage of 60 kW was used. Disrupted sarcomers were evaluated as a sign
of muscle myury and defined as a zone with distinct distortion of the vsoal sarcomerne
architecture, defined by the following six criteria; discontinuity of a group of
myofibrils, A- and I-band disruption, Z-band streaming, embedded sub cellular
componenis (mitochondria or collagen), preserved adjacent sarcomere, and absence of
regional sectioning artifacts (scratches, holes, or chaners). To quantify the injury, both
density (ie., number of areas containing disrupted sarcomere, expressed as) and

proportion (i.e., abnormal area fraction, expressed as percentage) of disrupted sarcomere
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were normalized to the micrographed area. To control a potential contraction artifact,

the contraction index of individual sarcomere was calculated.”

Quadriceps muscle Tunction: strength and endurance. Function of the dominant
quadriceps muscle was evaluated after two weeks of the biopsy procedure. Both muscle
strength and endurance of the dominant leg were evaluated during specific (local) single
leg exercises at an exercise bench. Additional detail on the method for making these
measurements is provided in an online data supplement.

Specifically, the strength of the muscle was assessed through isomelric maximum
voluntary contraction (Qwve) of the dominant lower limb while the patients were seated
with both trunk and thigh fixed on a rigid support of an exercise platform {Domyos
HGH 050; Decathlon, Lille, France). Swength was quantified by an isometric
dynamometer (TSDN21C; Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA) connected to
a digital polvgraph (MPI00 A; Biopac Systems Inc., Santa Barbara, CA, USA). The
highest value from three briel (3 s) reproducible Quwpwe maneuvers (<5% variability
between values) was included in the analysis. The reference values included were those
from Decramer ¢t al.® Endurance of the quadriceps was assessed following a method
described prcviuusly."‘ Briefly, the subjects performed intermittent knee extensions on
the exercise platform, Axis of rotwtion, range of displacement and point of distal
avachment were identical for all individuals, Contraction paptermn was normalized ar a
frequency of 12 extensions per min, against an external load equivalent o 10% Quyve.
The contraction ¢veling was imposed by using a digital audio signal (Joggler Plus 4.8.1;
Leepoware, San José, CA, USA). Task failure was defined by one of two criteria, First,
the inability 1o maintain leg extension equivalent to =z80% of the maximum extension

during three comsecutive contractions, and secondly, the inability w0 continue the
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exercise due to invalidating symptoms. The exercise was finished if the volunteers
reached a Chyy of 30 min without succumbing to sk failure. Heart rate and pulse
oxymetry were recorded using a pulseoxymeter (MM205; Medical Anema Bd,
Sundbyberg, Sweden). This analysis of sarcomere disruption was performed n
duplicate using a double-blind approach. The mean value obtained by the two observers

was used for the statistical analysis.
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Estudio 4

UPREGULATION OF PROINFLAMATORY CYTOKINE
GENES IN EXTERNAL INTERCOSTAL MUSCLES
OF COPD PATIENTS

Enviado a revision al Eur Respir J, 2006.

HIPOTESIS DEL ESTUDIO

Hipétesis nula (H,): Los musculos respira-
torios de pacientes con EPOC muestran signos
de dano celular. La presencia y gravedad de
este dano celular no estan relacionadas con el
balance anabodlico-catabolico de mediadores
inflamatorios sobre la estructura muscular res-
piratoria.

Hipotesis Alternativa (H,)): La presencia y
gravedad del dafio de los musculos respirato-
rios de pacientes con EPOC estan relacionadas
con el balance anabdlico-catabdlico de media-
dores inflamatorios sobre la estructura muscu-
lar respiratoria.

Objetivo general:

Determinar la presencia y concentracion
de mediadores inflamatorios (tanto a nivel de
transcripcion del gen respectivo a nivel de aci-
do ribonucleico mensajero [ARNm] como de
expresion de la proteina) en musculos respi-
ratorios de pacientes con EPOC y estimar su
eventual relacion tanto con la gravedad de la
enfermedad como con la funcién y dano celu-
lar musculares.

Objetivos especificos:

e Cuantificar la presencia y concentraciéon
de factores anabolicos (i.e. IL-10) y catabdlicos
(IL-1B, IL-6, TNF-0) en los musculos inspira-
torios (i.e. intercostales externos) de pacientes
con EPOC, evaluados segun transcripcion del
gen y expresion de la proteina, y compararlos
con individuos sanos apareados por género,
edad y estado nutricional.

e Evaluar la eventual correlacién dosis-
respuesta entre la gravedad de la enfermedad
y la regulacion de la expresion de factores ana-
bélicos y/o catabdlicos en los musculos respi-
ratorios de pacientes con EPOC.

e Determinar la relaciéon que puede existir
entre la concentraciéon de mediadores inflama-
torios en los musculos inspiratorios de pacien-
tes con EPOC, con la fuerza y resistencia ante
pruebas especificas de ejercicio.

e Estimar la relacion que puede existir
entre la presencia y concentracion de factores
inflamatorios con el dano celular de los mus-
culos respiratorios de pacientes con EPOC.
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ABSTRACT (Abstract word count: 247)

Background: Muscle dysfunction is a characteristic feature of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD). Recent studies suggest that cytokines may operate as
regulators of skeletal muscle function and remodelling via autocrine/paracrine actions. The
aim of this study was to characterise the local expression of different cytokines potentially
involved in muscle dysfunction in a typical respiratory muscle of COPD patients.

Methods: External intercostal muscle biopsies were obtained both from 25 male patients
with stable COPD and 6 healthy controls of comparable age. Local TNF-alpha, IL-1 beta,
IL-6 and IL-10 expressions (reverse transcriptase - real-time polymerase chain reaction,
RT- PCR, and Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) and sarcolemmal damage
(immunohistochemistry) were assessed.

Results: Muscle TNF-alpha and IL-6 gene expressions (mRNA level) were significantly
higher in COPD patients compared to control subjects (p<0.01 both), and IL-1 beta showed
a tendency in the same direction. Similar results were observed at the protein level.
Sarcolemmal damage showed a tendency to be higher in the muscles of COPD patients.
Significant moderate correlations were found between either TNF-alpha or IL-6 mRNA
levels and FEV, in the overall population (p<0.05 both). Respiratory muscle function was
impaired in COPD patients, and it correlated to the severity of lung function impairment.
Moreover, in those patients with FEV, lower than 40% pred., respiratory muscle function
was also related to the expression of TNF-alpha in the intercostal muscle (p<0.01).
Conclusions: COPD is associated with upregulation of proinflammatory cytokines in

respiratory muscles. This upregulation might play a role in respiratory muscle dysfunction.
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INTRODUCTION

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is characterised by chronic airflow
obstruction [1]. It is, however, a heterogeneous syndrome which, in addition to the classical
involvement of lung parenchyma and airways, appears to be associated with a number of
systemic manifestations. These include nutritional abnormalities, reduction of lean mass
and muscle dysfunction [2]. Central to this is the role that respiratory muscles play, since
they represent the active component of the ventilatory pump. In COPD, respiratory muscles
have to cope with increased workloads, mechanical disadvantages related to hyperinflation
and, as recently demonstrated, an intrinsic reduction in their contractile properties [3]. All
these factors contribute to the impairment of the respiratory muscle capacity detected in
these patients [4]. Despite a general consensus regarding this issue and its clinical
consequences, little is known about the underlying pathogenic mechanisms that lead to
impairment of the intrinsic contractile properties of respiratory muscles. A growing amount
of data, however, supports the involvement of cytokines and oxidative stress in the
pathogenesis of muscle weakness in different conditions including COPD [4]. Both loss of
muscle mass and reduced strength have been attributed to changes in systemic cytokine
levels such as those of TNF-alpha, IL-1 beta and IL-6 [5,6]. Nevertheless, the presence of
differences in the severity of muscle weakness among muscle groups in stable COPD
patients [7] indicates that, in addition to systemic factors, the process is probably regulated
by intrinsic factors of the muscles themselves. Recent studies indicate that skeletal muscle
is capable of synthesising a variety of cytokines [8-10] and that these cytokines could act as
endogenous mediators of muscle dysfunction and/or adaptation via autocrine /paracrine
effects [11]. In the light of all of this, we hypothesised that the intensity of muscle activity

might induce the upregulation of local proinflammatory cytokines in COPD, and that this
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increase in their expression may contribute to the pathogenesis of respiratory muscle
weakness. Alternatively (or perhaps complementarily), the expression of these cytokines
may play a role in the adaptive mechanisms which coexist with such functional muscle
impairment. In both cases, local cytokine expression may also account for differences
previously observed in the phenotype and function of different muscle groups in COPD
[12-14]. Therefore, the purpose of the present study was to characterise the cytokine

expression profile of a typical respiratory muscle in COPD patients.

METHODS

Subjects. Twenty-five clinically stable COPD patients and 6 healthy subjects of similar age
were included. While patients were consecutively recruited from our outpatient clinics,
control subjects were shared with another study aimed at describing the effects of ageing.
GOLD criteria were used to define COPD [15], whereas stability was defined as the
absence of exacerbations within three months before study entry. To eliminate gender-
related effects, only males were included. Subjects with chronic respiratory failure,
metabolic diseases, cardiovascular problems, concomitant respiratory disorders, or
treatments with drugs known to modify muscle structure or function were excluded. The
study was approved by the institutional Ethics Committee and written informed consent
was obtained from all individuals.

Functional evaluations. Lung and respiratory muscle function were assessed using
conventional techniques. Briefly, forced spirometry with bronchodilator response (Datospir
92, Sibel, Barcelona, Spain) as well as intrathoracic gas volume, airway resistance and
carbon monoxide diffusing capacity of the lung (Masterlab, Jaeger, Wiirzburg, Germany)

were measured in each individual. Blood samples were obtained from the radial artery of
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the non-dominant arm and blood gas pressures were measured by conventional
polarographic techniques (RapidLab 860 Bayer HealthCare, Berkshire, UK). The strength
of respiratory muscles was determined by measuring maximal respiratory pressure
generated at the mouth during forced inspiratory (MIP) and expiratory (MEP) efforts
performed against an occluded airway from residual volume (RV) and total lung capacity
(TLC), respectively [16]. Reference values were those appropriate for a Mediterranean
population [17-20]. Inspiratory muscle resistance was in turn assessed during two different
threshold inspiratory tests. The first was an incremental test, whereby patients and
volunteers breathed against progressive loads (approximately, +8 cm H,O every 2 minutes)
until maximal inspiratory sustainable threshold pressure (Pthma) was reached [16] [21]. In
the second test, subjects breathed against a submaximal constant load (80% of the Pthy,y)
until exhaustion [16]. The period that elapsed was defined as the endurance time (Tiso).
Biopsies. Samples from the external intercostal muscles were taken from the anterior
axillary line at the sixth intercostal space as previously described [16].

RNA isolation, Reverse Transcription and real-time PCR. Total RNA was extracted
from skeletal muscle using TRIzol reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA
USA). Following quantification of total RNA, one pg was reverse transcribed using
oligo(dT)j2.;s primer and Superscript [I reverse transcriptase (Invitrogen, Life
Technologies). cDNA synthesis was performed in a GeneAmp PCR system 2400 (Perkin
Elmer, Richmond, CA, USA), and an aliquot was used for real-time PCR amplification.
This was performed with the ABI PRISM 7900HT Sequence Detector (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Predeveloped TagMan Assays were used to quantify

TNF-alpha, IL-1 beta, IL-6 and IL-10 gene expression (Assays-on-Demand Gene
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Expression Products, Applied Biosystems). Beta-actin gene was used as the endogenous
control (housekeeping). Primers for cytokine and housekeeping genes appear in table 1.
TagMan » MGB probes were labelled at the 5° end with the reporter dye molecule 6-FAM
(6-carboxy-fluorescein) and at the 3” end with a non-fluorescent quencher (NFQ).

Samples were always assayed in triplicate and the average value was taken (intra-assay
variability coefficients, 0.3 to 3.3 %). The PCR mixture was incubated 2 min at 50° C for
AmpErase uracil-N-glycosylase-mediated decontamination, followed by 10 min at 95° C to
activate AmpliTaq Gold DNA polymerase. Subsequently, a total of 50 cycles were
performed; these consisted of a denaturation step for 15 sec. at 95° C and a combined
annealing-extension step for 1 min at 60° C. Data were analysed with the Sequence
Detector software (SDS). The standardised target gene was compared with an external
reference (i.e. a cDNA that was used in every assay). The relative copy number was
calculated according to the comparative threshold cycle (Cr) method [22].

Protein level. The cytokine contents were determined by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) using a commercial kit which includes monoclonal antibodies against
human TNF-q, IL-1 beta, IL-6 and IL-10, using the standard procedure recommended in
the manufacturer's instructions (Amersham Pharmacia Biotech Limited, Buckinghamshire,
UK). Briefly, 200 pl of the sample were added to each well for a final dilution of 1:0.35.
The microplates were then incubated for 3 h at room temperature (RT), and subsequently
washed 6 times with 400 pl of the appropriate buffer. Then 200 pl of the cytokine
polyclonal antibody were added to each well, and incubated for 2 h at RT. Washes were
then repeated and 50 pl of the substrate solution were added to each well and incubated for

one h at RT. Immediately after that, 50 pl of the amplifier solution were added and the
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mixture was again incubated for 30 min at RT. The process was stopped using a specific
solution, and the absorbance of each well was determined (Multiskan MS reader,
Labsystems, Vantaa, Finland).

Sarcolemmal damage. The muscle section was stained with monoclonal antibodies against
albumin (Research Diagnostics Inc, Flanders, NJ, USA) and the binding was visualised
using the biotin-streptoaviodin-peroxidase technique (AB600, IC019, The Binding Site,
Birmingham, UK), and developed with 3-3’diaminobenzidine (DAB, D5337, Sigma, St
Louis, MIS, USA). Tissue was then observed under light microscopy and the image was
digititalised (Pixera Studio 1.2, Visual Communication System, Pixera Corporation, Los
Gatos, CA, USA). Those fibres showing immunopositivity for intrafibrillar albumin were
identified and the percentage of positive cells was determined [23]. At least 100 fibres were
evaluated by two independent and well-trained observers in each case. These observers
were blind with respect to sample identification. The edges of the section as well as areas
with artifacts were excluded from the analysis.

Statistical analyses. Values are expressed as mean + SD. The normality of the distribution
for each variable was assessed using the Kolmogorov-Smirnov test, and analysis of
differences was done with the t-test for unpaired data. The relationships between different
variables were assessed using the Pearson’s correlation coefficient. For the correlation
analysis the entire study population as well as the COPD group or even the most severe
COPD patient subgroup (FEV, cut off arbitrarily set at < 40 % pred.) were used. Analyses
were performed using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL).

Significance was accepted at p < 0.05.
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RESULTS

Comparison between COPD and controls. General and anthropometric characteristics, as
well as lung and muscle function data in both patients and control subjects, are indicated in
table 2. Group mean values for age and body mass index (BMI) were similar between
COPD patients and control subjects. Whereas the COPD group showed a moderate-to-
severe obstructive ventilatory defect, healthy controls presented normal pulmonary
function. Inspiratory muscle strength and endurance were significantly lower in COPD with
respect to the healthy subjects.

The levels of TNF-alpha and IL-6 mRNA synthesised by external intercostal muscles from
COPD patients were significantly higher than those observed in healthy controls (p<0.01)
(figure 1a). IL-1 mRNA levels showed similar behaviour, although the difference did not
reach statistical significance in this case. Finally, no differences were observed for the non-
inflammatory IL-10 cytokine gene expression between COPD and controls.

Protein levels of different proinflammatory cytokines showed similar behaviour to their
homonymous mRNA. More precisely, COPD patients showed significantly higher TNF-
alpha and TL-1 beta protein levels than controls, with IL-6 exhibiting a strong tendency in
the same sense (figure 1b). Sarcolemmal damage in turn showed a strong tendency to be
higher in COPD patients (figure 2).

Correlations between Lung and Respiratory Muscle functions. The impairment in
respiratory muscle function directly correlated with the level of airway obstruction (FEV,
with maximal inspiratory pressure (MIP), r=0.412, p<0.05; and with maximal inspiratory

sustainable pressure (Pthya), =-0.571, p=0.001, respectively).
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Intertranscript correlations. The levels of TNF-alpha mRNA were positively correlated
with the concentration of IL-1 beta mRNA (r=0.522, p<0.01). This relationship was
maintained unaltered when only COPD patients were considered (r=0.565, p<0.01).
Correlations between mRNA and protein levels. These relationships oscillated
moderately, with r values ranging from 0.450 (p<0.05) in the case of TNF-alpha to 0.571 in
the case of IL-6 (p=0.001).

Correlations between transcript levels and lung function. A moderate but significant
inverse correlation existed between the level of airway obstruction, as expressed by FEV,
and both the local TNF-alpha and TL-6 gene expressions (r= -0.374 and -0.395,
respectively, p<0.05 both for linear relationships; and r=-0-471, and r=-0.444, p<0.01 both
for curvilinear fits) (figures 3a and 3b). The latter relationship remained essentially
unaltered when only COPD patients were considered (r= -0.366 for the linear fit). No
additional significant correlations were found between cytokine gene expressions and any
of the nutritional and lung function parameters analysed in this study.

Correlations between mRNA levels and respiratory muscle function. No significant
relationships were observed between local cytokine gene expressions and those variables
representing respiratory muscle function in either the overall study population or the COPD
group. However, if only those patients with FEV, lower than 40% pred. were considered
(post hoc analysis), TNF-alpha transcript showed an inverse relationship with Pthyy (r=-
0.641, p<0.01).

Finally, sarcolemmal damage did not correlate with cytokine gene expression or with

functional variables.

123



124

Estudio 4. Upregulation of proinflamatory cylokine genes in external intercostal muscles of COPD patients

DISCUSSION

The main finding of the present study is the upregulation of TNF-alpha and IL-6 gene
expressions observed in the external intercostal muscles of COPD patients, along with a
similar tendency evidenced in the other proinflammatory cytokine here analysed, IL-1 beta.
Protein levels followed a similar pattern. In addition, a close relationship was found
between respiratory muscle function (as expressed by Pthm,) and the local muscle
expression of TNF-alpha.

Respiratory muscle dysfunction is commonly observed in COPD patients, and is believed
to be the result of the combination of different deleterious factors [2] [4] [7]. Some are
specific to these muscles, such as those changes occurring in the geometry of the thorax as
a result of pulmonary hyperinflation. This factor predominantly affects the diaphragm
which becomes shorter and less efficient. Other deleterious factors are general and
therefore can be shared by respiratory and peripheral muscles. This is true of systemic
inflammation, drugs, gas exchange impairment and nutritional abnormalities, among others.
However, molecular mechanisms occurring within the muscles, whether or not as a result
of the systemic signals, are much less understood. Although the diaphragm is the main
respiratory muscle at rest, other muscles such as the external intercostals and parasternals
also participate actively in ventilation [24-26]. In addition, when there is an increase in
respiratory resistances or in ventilatory demands, the intercostal muscles progressively play
a more important role [27-29]. Therefore, there is a rationale to hypothesise that molecular
events occurring in respiratory muscles should not be confined to the diaphragm and should
also be present in the intercostal muscles, which in addition can more easily be sampled in

COPD patients.
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TNF-alpha, one of the proinflammatory cytokines upregulated in the muscle of our
patients, has long been associated with muscle catabolism in different diseases including
COPD [30-32]. In addition, it is commonly accepted that loss of muscle mass is one of the
main factors contributing to general muscle weakness and exercise intolerance in such
patients [4]. Previous studies indicate that muscle function may be compromised by chronic
elevation of circulating TNF-alpha via the development of local oxidative stress [32] [33], a
phenomenon which we have recently reported within the respiratory muscles of COPD
patients [34]. In addition to the action of systemic TNF-alpha on muscle, the present study
also suggests a deleterious role for local expression of this cytokine within the fibres.
Moreover, a wide variety of functional, structural and metabolic findings has been observed
in different muscle groups of COPD [7] [12-14]. Such heterogeneity also reinforces the
hypothesis that, in addition to humoral factors, local mechanisms are critical in modulating
the phenotype and functional behaviour of each specific muscle.

In the present study, COPD patients also showed an upregulation of the IL-6 gene
expression. Moreover, this upregulation was related with the degree of airway obstruction.
Recent studies demonstrated that TL-6 expression is induced by physiological muscle
contractions. Since inspiratory muscles of COPD patients face increased workloads and
therefore increased energy requirements, the tendency to the upregulation of local IL-6
expression could be interpreted as an adaptive response to these higher energy demands.
The absence of significant correlations between the IL-6 expression and that of the other
two proinflammatory cytokines analysed (TNF-alpha and IL-1 beta), would suggest the
presence of different regulatory mechanisms and/or biological roles.

The third proinflammatory cytokine included in the study, TL-1, is considered a catabolic

substance which, like TNF-alpha, has been shown to be able to induce muscle contractile

10
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dysfunction through the presence of oxidative stress [35]. Although in the present study the
difference in IL-1 beta expression between COPD patients and controls did not reach
statistical significance, it is worth noting that a strong positive correlation was detected
between the level of this cytokine mRNA and that of TNF-alpha. This suggests the
existence of a synmergistic action between both cytokines, which would provide a
mechanism for increasing the inflammatory response within the respiratory muscles of
COPD patients. Furthermore, protein levels of IL-1 beta were found to be significantly
increased in muscles of COPD.

Recent reports indicate that, skeletal muscle myocytes are capable of synthesising a variety
of cytokines which may act as regulators of skeletal muscle function through an
autocrine/paracrine mechanism [36]. Moreover, in a very recent and excellent paper by
Vassilakopoulos et al., the authors demonstrated that an increase in ventilatory loads
induces the upregulation of different proinflammatory cytokines in the ventilatory muscles
of rats [10]. Based on these observations, we hypothesised that local proinflammatory
cytokine expression is upregulated in the external intercostals of COPD patients, and that
this upregulation may be contributing to the development of respiratory muscle weakness.
Although the enhancement of the corresponding gene expressions has been confirmed by
the present study. significant correlations with those variables reflecting muscle function
were only found in the most severely affected patients. Our results suggest that local
expression of inflammatory cytokines could participate in respiratory muscle dysfunction
observed in advanced stages of COPD, but probably in the context of a multifactorial
scenario (see for instance the coexisting relationships between lung and respiratory muscle

functions).
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Local expression of TNF-alpha and other proinflammatory cytokines has been reported
previously in human locomotor muscles [8] [37] and appears to be related in part to the
level of muscle activity. Therefore, the significant relationships observed in our study
between the level of airway obstruction and intercostal muscle cytokine expressions
probably reflect the effects of this regulatory mechanism. One complementary mechanism
that could partly account for the elevated expression of proinflammatory cytokines detected
in the present study is the concomitant presence of muscle fibre damage. Previous data
showed an increased expression of TNF-alpha and IL-1 to be associated with muscle
damage both in inflammatory and non-inflammatory myopathies [38-40], suggesting that
these substances play an important role in mediating muscle regeneration and healing.
More specifically, inspiratory loading has been reported to be associated with respiratory
muscle damage [41-43] and subsequent muscle remodelling [44]. In the present study
proinflammatory cytokine upregulation was associated with a marked tendency to show
higher levels of sarcolemmal damage in the intercostal muscles of COPD patients.
Although a cause-effect relationship cannot be inferred from our data, we speculate about a
possible link between both findings.

With or without damage, the increase in the genetic expression of inflammatory cytokines
as a result of the increase in respiratory loads, might have a role in muscle remodelling and
adaptation occurring in COPD.

Limitations of the study

Among the muscles that participate in ventilation, the diaphragm is the main inspiratory
muscle. However, the possibility of obtaining diaphragm specimens from human beings in
vive is very limited due to the need for very invasive surgical procedures (thoracotomy or

upper laparotomy). Moreover, in most cases the use of these surgical procedures is directly
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linked to the presence of important comorbidity (mostly neoplasms). Needless to say, this
also excludes the possibility of obtaining samples from entirely healthy individuals (frue
controls). By contrast, external intercostal muscles, whose main function is to assist
ingpiration when the diaphragm’s function deteriorates or is insufficient to cope with the
current workload, are more accessible. In addition, the model used in the present study
allows the possibility of a careful selection of both patients and controls, avoiding the
problems resulting from comorbidity. This model makes it possible to obtain respiratory
muscle samples with minimal invasivity [16].

The second relative limitation of the study is of a methodological nature since our
biological techniques are quantitative rather than topographic. In other words, the TagMan
real-time PCR assay permits very precise quantification of the amount of the initial input
template. The cellular source of amplicons, however, cannot be identified. Muscle biopsies,
in addition to myocytes, may contain adipose tissue, inflammatory cells, epithelial cells,
and other components which also may be a source of cytokines. However, previous studies
using in situ hybridisation and immunohistochemical techniques have demonstrated that
fibres are a major source of different proinflammatory cytokines in muscle tissue [8] [9].
The option of quantitative techniques for the present study was directly related to its
working hypothesis.

Finally, the wide phenotypic heterogeneity of the population of patients suffering from
COPD is an intrinsic limitation of all the studies that focus on pathogenic mechanisms.
COPD is a multi-face syndrome characterised by the progressive development of airway
obstruction as well as significant but diverse systemic manifestations. Muscle dysfunction,
one of the most common systemic expressions of COPD, contributes to exercise intolerance

and quality of life impairment. As previously mentioned, the mechanisms that lead to

13
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muscle dysfunction are not completely elucidated and could vary among different COPD
phenotypic subtypes, different phases of the disease or even different muscle groups of the
same individual. In order to address the phenotypic variety of COPD a relatively large
population of patients was included in the present study.

To sum up, our study demonstrates that different proinflammatory cytokines are
upregulated in the external intercostal muscles of COPD patients. In addition, their
expression appears to be related to the severity of the disease; in other words, to the amount
of workload that respiratory muscles have to cope with. Finally, some evidence has been
found for the involvement of local TNF-alpha in the pathogenic mechanisms of respiratory
muscle dysfunction in severe COPD patients. This mechanism probably co-participates

with other systemic and local factors in the development of such a clinical problem.
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Figure Legends.

Figure 1.

(a) Relative cytokine mRNA levels in external intercostal muscles of COPD patients and
control subjects. (b) Protein levels of the corresponding cytokines in muscles from both
groups. Values are represented by means + SD. White bars represent controls whereas

black bars correspond to COPD patients. *, p<0.05; **, p<0.01).

Figure 2. Sarcolemmal damage (as assessed by the percentage of albumin positive fibres)

in the intercostal muscles of COPD and controls.

Figure 3. Relationships between cytokine expression and airway obstruction: (a) TNF-

alpha mRNA vs. FEVy; (b) IL-6 mRNA vs. FEV). Controls are represented as squares.
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Table 1. Probes used for quantitative real-time PCR of the studied genes.

Genes Assay ID
TNF-alpha Hs00174128 ml

IL-1 beta Hs00174097_m1

IL-6 Hs00174131_ml
IL-10 Hs00174086_ml
ACTB Hs99999903_ml
(Housekeeping)

Nucleotide sequence (57-37)
ATGTTGTAGCAAACCCTCAAGCTGA
TATGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCC
ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG
CTACGGCGCTGTCATCGATTTCTTC

TCGCCTTTGCCGATCCGCCGCCCGT

Genebank Accession #

NM_000594
NM_000576
NM_000600
NM_000572

NM_001101

All TagMan® MGB (minor groove binder) probes are dual-labelled with a reporter dye (6-
FAM) at the 5’ end and a nonfluorescent quencher (NFQ) at the 3’ end. TNF-alpha, Tumor

Necrosis Factor alpha; ACTB, Actin beta.
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Table 2. Subject characteristics

Control COPD
(n=6) (n=25)
Age, yr 69 (7) 66 (5)
BMI, kg/m’ 26.2(2.8) 276(3.9)
Lung function
FEV\, % pred 99 (16) 34 (12) +*+
FEVI/FVC, % 72 (4) 46 (11) #**
RV, % pred 107 (16) 176 (39) ***
TLC, % pred 102 (5) 105 (17)
RV/TLC, % 39(3) 63,(8) =%
Pa0,, mm Hg 98 (3) 65 (3) ***
Muscle function
MIP, % pred 84 (23) 65 (22) *
Pthmax, cm H20 -64 (20) -40 (19) *
Tthso, min 152 (6.5) 10.7 (5.8)

Values are represented by means (£ SD).

Abbreviations: BMI, body mass index; FEV), forced expiratory volume in one second;
FVC, forced vital capacity; RV, residual volume; MPI, maximum inspiratory pressure;
Pthmay, maximum inspiratory sustainable pressure (obtained during progressive inspiratory
threshold loading); Tthss, endurance time under constant submaximal inspiratory loads
(80% Pthyysy). (*) and (***) express p < 0.05 and p <0.001, respectively, between control
subjects and COPD patients.
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Capitulo 7

RESUMEN DE RESULTADOS

ESTUDIO 1

Sindrome de bajo peso asociado a la

EPOC en nuestro medio
Arch Bronconeumol. 2002;38:580-4.

Esta investigacion demuestra que solo un
3% de los pacientes con EPOC de nuestra ae-
rea de influencia presentan bajo peso corporal
(definido como IMC inferior a 18 kg/m?). Esta
prevalencia aumenta a 6,6% si el dintel se de-
fine como 20 kg/m?2. Resulta de interés que
en este estudio al comparar los sujetos con el
dintel por debajo de 18 kg/m? con los de peso
conservado, inicamente presentan diferencias
en el cociente espirométrico porcentual, con
una tendencia a una menor capacidad de di-
fusiéon del monoéxido de carbono (DL.,). Por
otra parte, al comparar los sujetos con el din-
tel por debajo de 20 kg/m?, las diferencias
eran significativas inicamente en relacion con
la trasferencia de gases. Ademas, se observan
correlaciones significativas entre las variable
antropométrica y tanto el FEV,/FVC como la
DL, v la del coeficiente de transferencia del
monoxido de carbono (K.).

ESTUDIO 2

Relevance of assessing quadriceps

endurance in patients with COPD
Eur Respir J. 2004;24:129-136.

En esta investigacion se confirma que
los pacientes con EPOC muestran una dismi-
nucién significativa en la fuerza del musculo
cuadriceps (Qy) (~43% del valor de los con-
troles sanos). Sin embargo, resalta que la re-
sistencia del musculo cuadriceps esta afecta
de forma precoz, inclusive en pacientes con
fuerza relativamente preservada. De hecho,
todos los enfermos con EPOC muestran una
claudicacion prematura, y presentan un tiem-
po de tolerancia al ejercicio (i. e. resistencia)
aproximadamente de un 77% mdas bajo que
los controles sanos, a pesar de ejercitarse ante
una carga externa normalizada respecto de la
fuerza intraindividuo. Adicionalmente, el estu-
dio muestra la ausencia de correlacién entre
la disminucion de la resistencia y la actividad
fisica diaria habitual. Todos los pacientes clau-
dicaron en la prueba de resistencia debido a
sintomas limitantes en las piernas (molestias o
dolor, disminucion de la frecuencia mediana
en el EMG (fEMG) y disminucion transitoria
de la fuerza del cuadriceps, equivalente a un
25% de la inicial. No se observaron limitan-
tes ventilatorias ni cardiacas durante la prue-
ba. Se encontré una débil asociacién entre el
grado de obstruccién aérea (FEV,, % pred) y
la resistencia de cuadriceps (Q;,). No hubo
correlacién entre fuerza y resistencia del cua-
driceps y no se encontré ninguna correlacion
entre Q... Y perimetro del muslo o variables
de tipo nutricional.
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Resumen de resultados

ESTUDIO 3

Injury of peripheral muscles in susceptible
smokers with Chronic Obstructive

Pulmonary Disease
Enviado a revision a CHEST, 2006.

Esta investigacion demuestra que tanto los
pacientes con EPOC como los controles sanos
muestran signos de dafio sarcolémico y disrup-
cion sarcomérica en sus musculos periféricos
(cuadriceps), independientemente de que sea
fumador activo o no. Sin embargo, tanto la ex-
posicion activa al humo del cigarrillo como la
presencia de la EPOC se asocian significativa-
mente con un incremento en el dafio sarcolé-
mico y sarcomérico en el cuadriceps. Este dano
muscular se encontré incrementado no sélo en
los casos de obstruccion grave al flujo aéreo,
sino también en los estadios moderado y leve
de la enfermedad. Se encontré una relacién
dosis-respuesta entre la funcién del misculo
cuadriceps (.e. Q) v el dano celular muscu-
lar (tanto sarcolémico como sarcomérico).

ESTUDIO 4

Upregulation of proinflamatory cytokine
genes in external intercostal muscles of
COPD patients

Enviado a revision al Eur Respir J, 2005.

Esta investigacion demuestra que los nive-
les de ARNm del TNF-o y de la IL-6 sintetiza-
dos por los musculos intercostales externos de
los pacientes con EPOC estan incrementados
al comparar con controles sanos por edad y
género. Los niveles de ARNm de IL-1B mos-
traron una tendencia similar aunque no alcan-
zan diferencias estadisticamente significativas
al compararlos con los controles sanos. No se
observaron diferencias para la expresion gé-
nica de la citocina anti-inflamatoria IL-10 en-
tre los dos grupos de estudio. La expresion de
proteinas de las diferentes citocinas inflama-
torias evaluadas muestra un comportamiento
similar a la transcripcion génica, lo que sugiere
la ausencia de un control post-transcripcional.
Especificamente, los pacientes con EPOC mos-
traron niveles de proteinas significativamente
mayores de TNF-o e IL-1B que los controles
sanos, mientras que la IL-6 mostr6 una tenden-
cia en el mismo sentido. El dafio sarcolémico
mostro una fuerte tendencia a ser mayor en los
pacientes con EPOC.



Capitulo 8

DISCUSION GENERAL

ASPECTOS METODOLOGICOS GENERALES
DE LAS INVESTIGACIONES INCLUIDAS EN
ESTA MEMORIA

Desde el punto de vista del tesinando, an-
tes de entrar en la materia especifica de cada
uno de los estudios, merecen especial atencion
cuatro conceptos que caracterizan la presente
memoria de Tesis Doctoral. El primero de es-
tos conceptos tiene que ver con la coherencia
de las investigaciones realizadas e incluidas en
la memoria. El segundo esta relacionado con
la relevancia de responder a los interrogantes
propuestos en cada estudio. El tercero vincula
con la metodologia utilizada para responder a
dichas preguntas; es decir, con la selecciéon de
la poblacion estudiada (tanto pacientes como
voluntarios sanos) e instrumentos de analisis
utilizados. El cuarto y ultimo punto hace refe-
rencia a la potencial aplicacion clinica al tener
en cuenta el caracter de trasferencia a ésta de
la investigacion mas basica (“translational re-
search”).

Comentarios respecto de la coherencia de
los estudios

La primera caracteristica a resaltar de los
estudios incluidos en esta memoria tiene que
ver con el hecho de que los trabajos realizados
son de indole original y no se trata de una
agrupacion interesada de trabajos aislados. Por
el contrario, esta Tesis Doctoral forma parte
de una linea amplia y muy consolidada de in-
vestigacion en musculo, propia de la Unitat de
recerca en Muscul i Aparell Respiratori (UR-
MAR) en los ultimos 15 afios. Todos los es-
tudios abordan el problema de la disfuncién

muscular en los pacientes con EPOC; el primer
estudio, y su respectiva carta al editor, con-
trastan la inquietud acerca de la prevalencia
de bajo peso en los pacientes con EPOC de
los paises anglosajones y de la europa central
y del norte con respecto a nuestra poblacion;
como la prevalencia de bajo peso es escasa en
nuestro medio, y no justifica el problema de
disfuncién muscular, comenzamos un segundo
estudio prospectivo donde evaluamos especifi-
camente la resistencia del muasculo cuadriceps
en dichos pacientes; paralelamente iniciamos
un tercer estudio donde valoramos el dafio a
nivel sarcolémico y sarcomérico en el cuadri-
ceps de los pacientes con EPOC. Por ultimo, al
tratar de evaluar un muasculo que no estuviera
afecto por el decondicionamiento en los pa-
cientes con EPOC, realizamos un cuarto estu-
dio donde medimos en el musculo intercostal
externo la expresion de citocinas inflamatorias
y anti-inflamatorias, y su posible correlacion
con las variables antropométricas y respirato-
rias, asi como el dafo celular muscular. Los
trabajos incluidos en esta Tesis Doctoral guar-
dan una coherencia tanto desde el punto de
vista conceptual como temporal. Todos ellos
han sido publicados o estan en revision en re-
vistas indexadas. También se incluyen al final
de esta memoria algunos trabajos originales
publicados en forma de posters (resimenes).
Estos ultimos delimitan proyectos futuros al
generar un conjunto de nuevos interrogantes.

Comentarios respecto de la relevancia de
los interrogantes formulados

La segunda caracteristica tiene que ver con
la relevancia potencial de las preguntas que se
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Discusion general

han intentado responder con los trabajos de in-
vestigacion aqui presentados. De hecho, todos
ellos han sido dirigidos a caracterizar y profun-
dizar en la medida de lo posible en la valoracion
y etiopatogenia de la disfuncién muscular de los
pacientes con EPOC. En los ultimos afios hemos
asistido a un cambio en el paradigma (o pre-
concepcion) de esta entidad y se ha establecido
que, a pesar de ser el pulmon el 6rgano diana
inicial, existe también afectacion de otros 6rga-
nos y sistemas en estos pacientes. Uno de estos
sistemas es el musculo-esquelético, tanto perifé-
rico (musculos de las extremidades) como respi-
ratorio (diafragma, accesorios de la inspiracion
y musculos espiratorios). Como se ha visto, los
pacientes con EPOC presentan grados diversos
de disfuncién muscular en distintos comparti-
mentos musculares. Esta disfunciéon no se puede
predecir por variables convencionales antropo-
métricas ni de funcion pulmonar convencional.
Mas atn, esta disfuncién muscular no constituye
un aspecto meramente descriptivo o académico
en la caracterizacion de los pacientes con EPOC.
Por el contrario, la disfuncién muscular tiene re-
levancia tanto a nivel clinico individual y de de-
terioro de la calidad de vida, al relacionarse con
la intensidad de los sintomas (disnea, molestias
en las piernas), como a nivel de salud publica al
relacionarse con una mayor demanda de servi-
cios sanitarios y menor expectativa de vida.

Comentarios respecto a la identificacion y
reclutamiento de pacientes

La tercera caracteristica de la Tesis Doc-
toral trata del aspecto metodolégico riguroso
que ha justificado, en cierta forma, el tiempo
prolongado (5 anos) en el cual se han desarro-
llado estos trabajos. Este aspecto hace referen-
cia a la seleccion cuidadosa de individuos sanos
“verdaderos”, asi como de pacientes con EPOC
sin comorbilidad relevante asociada. Dado que
los principales interrogantes que se han inclui-
do en esta Tesis Doctoral tienen que ver con
el estudio de aspectos fisiopatologicos de las
relaciones entre disfuncion muscular y enfer-
medad, la presencia de comorbilidades y sus

tratamientos podrian actuar como factores de
confusion. Esta ha sido demostrado por traba-
jos previos de nuestro medio (Garcia-Aymeri-
ch, J. et al.; 2000), donde mas del 90% de los
pacientes con EPOC son portadores de comor-
bilidad relevante (p.e. cardiopatia isquémica,
diabetes grave u otras metabolopatias, trata-
mientos con sustancias que afectan la funcion
muscular, etc...). Esto obliga a seleccionar cui-
dadosa y rigurosamente a los pacientes (en una
proporciéon que ha sido de 1:10 dentro de los
individuos que han requerido ingreso por exa-
cerbaciéon en nuestro centro). En cuanto a los
individuos control destaca la necesidad de iden-
tificar y seleccionar individuos de similar edad
y del mismo género para poder enunciar hip6-
tesis fisiopatolégicas y tener, ademas, valores de
referencia propios del medio en el que hemos
realizado los estudios. Aunque pueda parecer
una tarea relativamente sencilla, la experiencia
derivada de estos estudios demuestra que el re-
clutamiento de voluntarios sanos “verdaderos”
es realmente ardua, si se tiene en cuenta tanto
la elevada prevalencia de tabaquismo en nues-
tro pais como la aparicion de diferentes enfer-
medades de la quinta a la séptima década de la
vida. Asi mismo, debemos descartar la elevada
frecuencia de alteraciones imprevistas en los
examenes de laboratorio realizados, y que se
relacionan probablemente con la obesidad o el
consumo de alcohol. En este contexto, hay que
enfatizar que la busqueda que el tesinando y
restantes miembros del equipo investigador han
tenido que realizar ha sido activa, y que incluye
desde poblacion transeiunte hasta familiares de
pacientes o enfermos que acudieron al hospital
por patologias quirdrgicas (p.e. cirugia ocular o
de vias biliares). Estos conceptos resaltan, pues,
las dificultades de reclutamiento de la pobla-
cion de estudio en las diferentes investigaciones
y, al mismo tiempo, la relevancia a la hora de
intentar generalizar en las conclusiones.

Comentarios respecto a la potencial
aplicabilidad clinica

La cuarta caracteristica de esta Tesis Doc-
toral tiene que ver con las potenciales implica-
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ciones clinicas que se desprenden de los traba-
jos realizados. Esta es una constante de nuestro
grupo de investigacion, que al estar formado
fundamentalmente por médicos dedicados a
la asistencia, concede una singular importan-
cia a la aplicabilidad (trasferencia) de los co-
nocimientos adquiridos con la investigacion.
Especificamente, el estudio 1 incluye articulo
original (Coronell, C. et al.; 2002b) y una car-
ta al editor (Coronell, C. et al.; 2002a), en los
que destaca la baja prevalencia del sindrome de
bagjo peso asociado a la EPOC en nuestro medio.
Los resultados de esta investigacion epidemio-
logica retrospectiva permitieron enfatizar que
la disfuncién muscular no deberia interpretar-
se como un sinénimo o una consecuencia de
la caquexia muscular y la malnutricién (rela-
tivamente rara) Unicamente, como se ha gene-
ralizado a partir de estudios desarrollados en
otros medios europeos (norte y centro-Europa,
especialmente) o inclusive en América del Nor-
te (Canada y Estados Unidos de América). Es-
tos hallazgos tienen relevancia clinica porque
permiten postular hipétesis alternativas. Preci-
samente el estudio 2 esta representado por un
articulo original publicado en el European Res-
piratory Journal (Coronell, C. et al.; 2004) que
resalta la importancia que tienen otros factores
etiopatogénicos en la aparicion y desarrollo de
la disfuncion muscular esquelética en pacientes
con EPOC. En esta investigacion se demuestra
que la disfunciéon muscular existe incluso en
pacientes con estado nutricional preservado, y
clasificados en grupos con deterioro grave de
la funciéon pulmonar. Por otra parte, demuestra
la ausencia de capacidad predictiva que tiene
la medicion aislada de la fuerza muscular para
detectar alteraciones graves en la resistencia vy,
por tanto, debe explorarse sistematicamente
esta segunda propiedad funcional muscular en
los pacientes con EPOC. El trabajo anterior dio
origen a una investigacion (estudio 3) actual-
mente en revision por pares en Chest (Coronell,
C. et al.; 20006), en los que se han intentado
definir algunas de las bases celulares (membra-
na muscular) y subcelulares (sarcomeras) de la
disfuncion muscular. Subrallamos aqui que es-
tas investigaciones incluyen la toma de biopsias

musculares con la utilizaciéon de un modelo am-
bulatorio validado en nuestro laboratorio, y que
todas las biopsias fueron realizadas y procesa-
das con diferentes técnicas por el propio tesi-
nando. Desde el punto de vista cientifico, esta
investigacion demuestra la existencia de un de-
terioro estructural en los musculos periféricos
de los pacientes con EPOC, que nuevamente es
independiente del estado nutricional, actividad
fisica habitual y deterioro de la funcion respi-
ratoria. Ademas, hemos podido definir que las
senales definidas como daiio muscular tienen
relevancia al correlacionar de forma inversa con
fuerza y resistencia del musculo evaluado; es
decir, el dano muscular parece formar parte del
sustrato fisiopatologico de la disfuncion mus-
cular en la EPOC. Sin embargo, el estudio no
permite definir las causas del dafio muscular.
Precisamente estos interrogantes dieron origen
a un estudio mas reciente (estudio 4), (Casade-
vall, C. et al.; 2006), actualmente en revision
en el European Respiratory Journal, dirigido a
evaluar la potencial relacion que puede existir
entre la disfuncion muscular, el dafio celular y
los mediadores de la inflamacion (en este caso,
factor de necrosis tumoral, interleucina 6, in-
terleucina 1-f) medido en extractos homogena-
dos de musculos intercostales externos. En este
caso el estudio se centr6é en los musculos res-
piratorios, lo que permitié obviar el efecto del
sedentarismo. Este ultimo estudio denota que
los musculos respiratorios propiamente dichos
expresan niveles de mediadores inflamatorios
aumentados en pacientes con EPOC.

ASPECTOS CONCEPTUALES GENERALES
DE LAS INVESTIGACIONES INCLUIDAS EN
ESTA MEMORIA

¢Por qué tiene interés estudiar los
musculos de pacientes con EPOC?

El sistema respiratorio es complejo. Sin
embargo podria resumirse en tres componentes
principales: (1) el bloque interactivo pulmoén-
corazén, como sistema responsable del inter-
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cambio pulmonar de gases; (2) los elementos
neurologicos, perceptuales y neuropsicologicos
(cortex cerebral, bulbo y plexos periféricos),
como sistema de control de la ventilacion; y (3)
los musculos respiratorios (inspiratorios y espi-
ratorios), que constituyen el sistema contractil
y establecen el flujo de aire necesario para el
intercambio aéreo con el ambiente. Entre estos
altimos, el diafragma es el principal musculo
respiratorio. Por esta razon es posible que el in-
terés por el estudio de los musculos haya teni-
do que ver con la percepcion de protagonismo
del diafragma en la historia natural de la EPOC
y otras enfermedades. Esta interpretacion fisio-
patologica se ha enriquecido con el desarrollo
reciente de algunos estudios que han defini-
do que todos los musculos, tanto los respira-
torios como los periféricos, sufren cambios en
los pacientes con EPOC. Sin embargo, ha re-
sultado evidente que estos cambios no tienen
ni el mismo sentido ni la misma magnitud en
todos los compartimentos musculares (p.e. dia-
fragma frente a musculos de la caja toracica o
de las extremidades inferiores). Este concepto
fue una aportacion especifica de nuestro grupo
bajo el titulo de la “Teoria de los compartimen-
tos musculares en la EPOC” y ha sido objeto de
dos publicaciones en revistas indexadas (Gea,
J. et al.; 2001; Orozco-Levi, M. et al.; 2000).

Por todo ello, los trabajos incluidos en la
presente memoria se discuten en el contexto del
conocimiento y estado actual del tema, parten
de la optica de los muisculos periféricos para
culminar en los aspectos mas recientes ligados
con los miisculos respiratorios.

¢QUE APORTACIONES NOVEDOSAS
HACE LA PRESENTE MEMORIA DE TESIS
DOCTORAL?

Aportaciones concretas respecto a la
fatiga y debilidad muscular en pacientes
con EPOC.

La funcion de los musculos de pacientes
con EPOC puede verse afectada por diversas

patologias, tanto en su capacidad para gene-
rar tension (fuerza) como en su resistencia, o
en ambas. La fatiga muscular es una condicién
fisiologica en la que disminuyen la fuerza o la
velocidad de contraccion ante una carga deter-
minada y caracteristicamente, es reversible con
el reposo (National Health Service Executive.;
1996). A diferencia de la anterior, la debilidad
muscular es una condicion patologica caracte-
rizada por un deterioro funcional del muisculo
que no es reversible con el reposo y que ade-
mas, predispone a la fatiga.

La fatiga muscular se instaura cuando las
demandas exceden la capacidad mecanica del
musculo, cuando el consumo energético exce-
de el aporte o cuando la extraccién de los ca-
tabolitos no es proporcional a su sintesis. De
ello se deduce que los factores que intervienen
en la fatiga del diafragma son: la fuerza que se
genera en cada contraccion, el trabajo respira-
torio, el aporte de oxigeno y nutrientes, la tasa
de extraccion de los productos metabdlicos, las
reservas energéticas del muasculo y la eficiencia
de la propia contraccion.

Como ya se ha dicho anteriormente, la fati-
ga de los musculos respiratorios no se presenta
en individuos sanos en condiciones normales,
sino solo en circunstancias excepcionales. Sin
embargo, esta bien documentado que la fatiga
diafragmatica puede aparecer tanto en enfer-
mos con EPOC o patologias neuromuscula-
res que precipitan la insuficiencia ventilatoria
(Macklem, P.T. et al.; 1977),como en el proceso
de destete de la ventilacion mecanica (Cohen,
C.A. et al.; 1982).

Dentro de este marco conceptual, la pre-
sente memoria aporta tres conceptos novedo-
sos. En primer lugar, el trabajo de investigacion
1, titulado Sindrome de bajo peso asociado a
la EPOC en nuestro medio (Coronell, C. et al.;
2002b) y su respectiva carta al editor titula-
da COPD and body weight in a Mediterranean
population (Coronell, C. et al.; 2002a) demues-
tran que la malnutricién (evaluada como bajo
peso) no justifica la alteracion funcional o es-



Discusion general

tructural de los pacientes con EPOC de nuestro
medio. Especificamente nuestros resultados
expresan que la prevalencia de sindrome de
bajo peso asociada a la EPOC es inferior al 5%.
Sin embargo, estos pacientes muestran diver-
sos grados de disfuncion de sus musculos res-
piratorios, por lo que se debe considerar que
otros factores diferentes a la malnutricion son
muy relevantes, al menos en nuestro medio, en
la fisiopatologia de la disfuncion muscular en
la EPOC. En segundo lugar, el trabajo de in-
vestigacion 2 incluido en esta memoria aporta
informacion adicional respecto a que existen
factores sistémicos -no sé6lo los mecanicos- in-
volucrados en la generacion y perpetuaciéon de
la disfuncién muscular en pacientes con EPOC.
Esta investigacion, titulada Relevance of asses-
sing quadriceps endurance in patients with
COPD (Coronell, C. et al.; 2004), demostré que
los pacientes con EPOC muestran un deterioro
de la fuerza del cuadriceps en magnitudes de
43% al comparar con el grupo de referencia.
El deterioro de la resistencia fue ain mayor, al
alcanzar un deterioro del 77% con respecto a
los valores de los sanos. Resulta de interés que
todos los pacientes con EPOC claudicaron en
un periodo corto de tiempo ante la realizacion
del ejercicio, lo cual no se observé en ninguno
de los individuos sanos. Esta claudicacion se
acompané de un descenso significativo de la
frecuencia mediana del espectro electromio-
grafico y una disminucion transitoria en la con-
traccion voluntaria maxima. Este deterioro de
la funcién muscular periférica fue evidente no
solo en los pacientes con mayor gravedad de la
EPOC, sino también en aquellos con obstruc-
cion leve o muy leve del flujo aéreo y actividad
fisica preservada y, ademas, fue independiente
de las variables de funcion pulmonar, antro-
pométricas o de la misma fuerza del musculo
evaluado. Desde el punto de vista conceptual,
esta segunda investigacion demuestra que la
resistencia del musculo cuadriceps esta gra-
vemente disminuida en pacientes con EPOC,
incluso en aquellos que tienen una actividad
fisica habitual normal y un deterioro leve de
la funcién pulmonar. Esta susceptibilidad a la
claudicacion (fatigabilidad) precoz no puede

ser predicha a partir de la gravedad de la en-
fermedad ni del estado nutricional, ni tampoco
de la disminucion de la fuerza del grupo mus-
cular evaluado.

En tercer lugar, el trabajo de investigacion
3 de esta memoria aporta informacién novedo-
sa adicional, bajo el titulo Injury of peripheral
muscles in susceptible smokers with Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (Coronell, C.
et al.; 20006). Especificamente este estudio ha
estado dirigido a responder tres preguntas: si
la presencia de la EPOC se asocia a lesion pe-
riférica del musculo; si la lesion del muasculo
se asocia a debilidad funcional relevante; y si
lesion del musculo puede ser justificada sola-
mente por el decondicionamiento. Se encon-
traron signos de dafo tanto en los individuos
controles como en los pacientes con EPOC,
no soélo en los casos que presentaban obstruc-
cion grave al flujo aéreo sino también en los
estadios moderado y leve de la enfermedad.
El fumar activamente y la presencia de EPOC
fueron asociados perceptiblemente a mayor le-
sién del musculo. La conclusion ha sido que la
lesion periférica del musculo es evidente tanto
en estadios leve, como moderado y grave de
la EPOC, incluso en ausencia de insuficiencia
respiratoria, hipercapnia, tratamiento croni-
co con esteroides, bajo peso, o comorbilidad
relevante. Los enfermos con EPOC y la situa-
cion de “enfermo fumador activo” se asociaron
con mayor dafio sarcolémico y sarcomérico al
compararlos con los controles. Ademas, se en-
contré una asociaciéon entre funcién muscular
(evaluada como tiempo de resistencia al ejer-
cicio) y daiio muscular. Este trabajo también
aporta otros conceptos novedosos; brevemen-
te, este estudio demuestra que (1) las fibras del
cuadriceps no estan atroficas en pacientes con
EPOC de la region mediterranea; en el mis-
mo sentido (2) la densidad capilar se mantiene
estable. La enfatizacién de que los pacientes
son de la zona mediterranea liga directamente
con los trabajos anteriormente descritos por el
tesinando respecto al estado nutricional. Esta-
mos obligados a especular diciendo que el ba-
gaje genético puede estar involucrado en estas

151



152

Discusion general

diferencias. Por el contrario, esta hipétesis es
parcialmente refutada porque precisamente los
trabajos del grupo de Serres (Francia) y Maltais
(Montreal) han sido realizados en poblaciones
que supuestamente comparten un bagaje ge-
nético similar. En consecuencia, estamos ten-
tados a suponer que existen factores ambien-
tales y culturales (p.e. dieta, movilidad) en la
base de esta “proteccion” relativa a la atrofia
muscular global y al sindrome de bajo peso
asociado a la EPOC. Estos resultados apoyan
que factores sistémicos con efectos deletéreos
estan actuando sobre los musculos periféricos
de fumadores con EPOC, y aumentan la sus-
ceptibilidad de las fibras musculares al da7io
sobre la membrana y la sarcomera.

Aportaciones respecto del papel de me-
diadores inflamatorios en la disfuncién mus-
cular en la EPOC. Teniendo en cuenta lo co-
mentado en el item anterior, el interrogante
que justifico el ultimo trabajo de investigacion
de esta memoria fue la posibilidad que un es-
tado inflamatorio local persistente justificara
la alteracién estructural y/o funcional de los
musculos esqueléticos en los pacientes con
EPOC. El cuarto trabajo original titulado Upre-
gulation of proinflammatory cytokine genes in
the external intercostal muscles of COPD pa-
tients (Casadevall, C. et al.; 2006) tuvo como
objetivo caracterizar la expresion local de di-
ferentes citocinas, todas ellas potencialmen-
te involucradas en la disfuncién muscular. El
estudio se realiz6 en un musculo respiratorio
tipico en pacientes con EPOC y controles. Se
evalué la expresion local de TNF-a,, IL-1B, IL-
6 e IL-10 mediante retrotranscripcion-reaccion

de la polimerasa en cadena a tiempo real (real
time-RT-PCR, sigla en inglés) e inmunoensayo
enzimatico (ELISA), asi como el dafio sarco-
lémico mediante inmunohistoquimica. El es-
tudio demostré6 que hay mayor expresion de
TNF-a e IL-6 (a nivel de ARNm) en los mus-
culos de los pacientes con EPOC al compa-
rarlos con los controles sanos, mientras que
existia una tendencia de la IL-1 en la misma
direccién. Se detectaron resultados similares
a nivel de deteccion de proteinas mediante el
ELISA. Ademas, se demostré en los pacientes
con EPOC una tendencia a tener mayor dafno
sarcolémico en el muisculo intercostal externo
que en los individuos controles. Finalmente
se detectaron correlaciones moderadas del ni-
vel de expresion de las citocinas inflamatorias
con el grado de obstruccion bronquial. En los
pacientes mas graves, la disfuncién muscular
respiratoria era proporcional al grado de ex-
presion de TNF-o, que sugiere una relacion
causa-efecto entre ambos fenémenos. En re-
sumen nuestro estudio demuestra que las di-
ferentes citocinas proinflamatorias se incre-
mentan en el musculo intercostal de pacientes
con EPOC. Ademas su expresion parece rela-
cionarse con la gravedad de la enfermedad,
en otras palabras a la cantidad de sobrecarga
que los musculo respiratorios deben soportar.
Finalmente, se ha encontrado alguna eviden-
cia de la participacion local del TNF-o en los
mecanismos patogénicos de la disfuncion de
los musculos respiratorios en los pacientes
con EPOC grave. Este mecanismo probable-
mente co-participa con otros factores locales y
sistémicos en el desarrollo de éste transtorno
clinico.
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CONCLUSIONES

Dentro de la aparente plétora de posibi-
lidades fisiopatolégicas de la disfuncién mus-
cular en los pacientes con EPOC, derivadas de
publicaciones propias y de otros grupos de in-
vestigadores que se ha pormenorizado en la
revision y discusion de esta memoria de Tesis
doctoral, es importante hacer un comentario
final respecto a los trabajos incluidos en la
presente memoria, que aportan aspectos no-
vedosos y que pueden ser resumidos en cinco
conceptos.

Primero, el estado nutricional, evalua-
do como indice de masa corporal, ha sido la
aproximacion mas utilizada por la mayoria de
los investigadores para justificar el problema
de disfuncion muscular en los pacientes con
EPOC, pero esta preservado en la gran mayo-
ria de pacientes de la region mediterranea. En
segundo lugar, y a pesar de esta relativa pre-
servacion de la masa muscular, los pacientes
muestran tanto una debilidad global como una
marcada susceptibilidad a la fatiga muscular
periférica. Esto hace suponer la existencia de
mecanismos mas complejos que simplemente
la malnutricion dentro de la fisiopatologia de
la disfunciéon muscular en la EPOC. En tercer
lugar, nuestros andlisis estructurales demues-
tran que las fibras del cuadriceps (musculo pe-
riférico evaluado en la mayoria de estudios por
otros autores) tienen preservado su tamano y
densidad capilar. En el mismo sentido, esto
hace suponer que existen mecanismos protec-
tores frente a la atrofia, ya sea intrinsecos al
individuo o medioambientales. Al mismo tiem-
po sugiere que la fisiopatologia del trastorno
funcional incluye mecanismos menos groseros
que la simple atrofia muscular. Precisamente
en cuarto lugar, creemos que esto resalta la

relevancia de lo aportado por esta memoria,
en la que se confirma que existen alteraciones
en la integridad de la membrana y estructuras
subcelulares en las fibras de los musculos pe-
riféricos de los pacientes con EPOC. Esta alte-
racién estructural ademis correlacion6 con la
fuerza y la resistencia del musculo estudiado.
Este daiio muscular, que habia sido descrito
previamente por nuestro grupo en el diafrag-
ma de los pacientes con EPOC, hace postular
que algunos factores sistémicos se hallen invo-
lucrados en la aparicion y perpetuacion de es-
tos trastornos. En quinto lugar esta memoria
incluye aportaciones novedosas que permiten
suponer que los mediadores inflamatorios pue-
den estar involucrados en los procesos de dano
pero también de reparaciéon de los musculos
de estos pacientes. De hecho, los musculos
inspiratorios (evaluados a través del intercos-
tal externo) mostraron un incremento o una
marcada tendencia al aumento de la expresion
de los niveles de ARNm y proteina de las cito-
cinas como TNF-a, IL-1B e IL-6 en pacientes
con EPOC grave. Estos musculos, que ademas
tendian a mostrar mas dano sarcolémico, son
precisamente los que mejor se adaptan feno-
tipicamente en los pacientes con EPOC (Gea,
J.G.; 1997).

Los trabajos de investigacién incluidos en
esta memoria han permitido, pues, responder
a interrogantes especificos pero, indudable-
mente, han dado origen a nuevas preguntas.
Por otra parte, es importante enfatizar que
dentro de los criterios de seleccion, identifica-
cién y reclutamiento de pacientes con EPOC se
consider6 como condicion sin equa non que
existiera el antecedente de exposicion cronica
al humo de cigarrillo. Esto nos obliga a ser cau-
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tos respecto a la extrapolacion directa de los
resultados a pacientes con patologias bronco-
obstructivas cronicas asociadas a otras exposi-
ciones (p.e. humo de lena) o relacionadas con
factores etiopatogénicos diferentes (p.e. asma
persistente, sarcoidosis, etc.).

Aunque de forma especulativa, es posible
que en los proximos anos los avances en el
campo de la disfunciéon muscular en pacientes
con EPOC permitan precisar los aspectos liga-
dos al milieu interno y los factores medioam-
bientales que en la zona mediterranea parecen
justificar diferencias fenotipicas relevantes y
diferenciales de los pacientes, al comparar con
otros paises europeos o americanos.

Sin embargo, es importante resaltar una
teoria generada recientemente por nuestro
grupo en relacion con la ausencia de un Unico
factor perenne que justifique las alteraciones
morfo-funcionales en los musculos respirato-
rios y periféricos de los pacientes con EPOC.
Muchos de estos factores pueden ser transito-
rios (p.e. infecciones, encajamiento durante las
agudizaciones de la EPOC) mientras que otros
parecen ser peristentes pero de bajo grado
(p.e. mediadores inflamatorios). Estos factores
relacionados con la proteolisis y disfuncion ce-
lular muscular pueden activarse o inactivarse
periédicamente por factores extrinsecos (p.e.

actividad fisica, dieta, medicamentos) o intrin-
secos (p.e. cambios en el metabolismo de las
proteinas o utilizaciéon de macro-micronutrien-
tes). Esto nos hace organizar o plasmar la exis-
tencia de mecanismos potenciales multiples de
pérdida de proteinas musculares que se acti-
van e inactivan dependiendo del individuo, la
alteracion funcional respiratoria y la existencia
de factores adyuvantes en un momento deter-
minado. Esto puede ser ejemplificado como
una analogia con las torres de extraccion y un
pozo de petrdleo, respectivamente, “Teoria
del Pozo de Petroleo” (Orozco-Levi, M. et al.;
2000b). Las implicaciones de esta analogia es
que reflejan un escepticismo relativo en que
exista una causa unica aplicable para todos los
pacientes con EPOC. Probablemente la expli-
cacion generalizable si esté en relacion con un
mecanismo comin (mas que una causa Unica)
de necrosis, autofagia y apoptosis (necroapop-
tosis) celular.

Para terminar, permitanme seiialar que,
indudablemente, mds del 95% de los casos de
EPOC estan justificados por el consumo de ci-
garrillo... si el tabaquismo como enfermedad
adictiva bubiese sido evitada es posible que
toda la investigacion de esta memoria no bhu-
biese tenido lugar...
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EXPECTATIVAS FUTURAS

A partir del aprendizaje durante mi en-
trenamiento pre-doctoral, me he apropiado de
conocimientos y he empezado a utilizar he-
rramientas que me permitiran desenvolverme
mejor tanto a nivel profesional como personal.
En este ambito, y tratando de comprender las
factores desencadenantes y perpetuadores de la
disfuncién muscular en los pacientes con EPOC,
hemos generado varias preguntas que tendre-
mos que responder en un plazo mediato.

La primera de ellas tiene que ver con la
predisposicion genética a la disfuncién mus-
cular. Sabemos que no todos los individuos fu-
madores desarrollaran la EPOC y que el grado
de afectacion referente a disfunciéon muscular
en los enfermos con EPOC es muy variable,
por lo que sospechamos que el bagaje gené-
tico y su relacion con factores medio-ambien-
tales tiene que ver con el mayor o menor gra-
do de deterioro de los parametros funciona-
les musculares como es fuerza y tolerancia al
ejercicio. Para resolver esta incognita, hemos
empezado un estudio, del que ya hay algunos
resultados preliminares y que se han presen-
tado en el ano 2005 en congresos internacio-
nales (en forma de comunicacion oral en la
100* Conferencia Internacional de la Sociedad
Americana del Térax en San Diego y de dis-
cusion de poster en el 15° Congreso de la So-
ciedad Europea Respiratoria en Copenhague).
Brevemente, dichos resultados sugieren que la
expresion de los alelos DQB1*02 o DQ1*03
o DQP1*04 ofrecen un genotipo protector a
los pacientes que lo expresan ya que poseen
mayor fuerza y resistencia al ejercicio, tanto
a nivel de musculos periféricos (cuadriceps),
como de musculos respiratorios (intercostal
externo).

Continuando con el tema de la etiopatoge-
nia de la disfuncién muscular, se han presen-
tado una comunicacion oral en la 100* Confe-
rencia Internacional de la Sociedad Americana
del Térax en San Diego y un podster en el 15°
Congreso de la Sociedad Europea Respiratoria
en Copenhague, donde se valoran el papel de
la expresion de 36 citocinas pro y anti-inflama-
torias en el musculo cuadriceps de pacientes
con EPOC grave, tanto con bajo IMC como con
IMC preservado, se utiliza la técnica de micro-
arrays de anticuerpos contra las mencionadas
citocinas, y se ha demostrado que hay un perfil
determinado, ya que en los pacientes con bajo
IMC mas de la mitad de la citocinas estaban
disminuidas o no fue posible su deteccion,
lo que sugiere que la expresiéon o no de estas
moléculas juegan un papel local determinan-
te para la preservacion o pérdida de la masa
muscular.

Ademas, hemos comenzado una nueva li-
nea de investigacion que trata de entender el
proceso de perpetuacion de la EPOC y para
eso estamos estudiando la expresion de las
moléculas MIC-A en el epitelio bronquial de
los pacientes con EPOC. Los resultados pre-
liminares han sido presentados en forma de
poster en la 100* Conferencia Internacional de
la Sociedad Toracica Americana en San Die-
go y de una comunicacién oral en el 15° Con-
greso de la Sociedad Europea Respiratoria en
Copenhague. Hay que enfatizar que este es el
primer estudio donde se muestra la expresion
de las moléculas MIC-A en epitelio bronquial
humano y asociado especificamente al habito
tabaquico, ya que los individuos no fumado-
res no expresan estas moléculas en su epite-
lio bronquial. Esta evidencia sugiere el papel
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Expectativas futuras

de algunos mecanismos autoinmunitarios que
podrian perpetuar el proceso inflamatorio, a
pesar de que el paciente deje de fumar.

En las paginas siguientes se adjuntan
los posters presentados en cada uno de los
congresos mencionados anteriormente, don-
de se amplia un poco la informacién y se
muestran de manera agradable los datos de-
rivados de estas investigaciones iniciales.

No quiero terminar esta memoria de Tesis
Doctoral sin mencionar que hay muchas pre-
guntas por responder en el campo de la dis-
funcién muscular en los pacientes con EPOC,
tanto en su etiologia como su fisiopatologia.
Espero que esos interrogantes y las preguntas
que ha generado esta Tesis sean respondidos
en un plazo mediato por grupos lideres en la
investigacion de patologias musculares como
es el caso de la Unitat de Recerca en Muscul
i Aparell Respiratori, centro en el que me he
formado y del cual me llevo recuerdos gratos.

FIN

Carlos G Coronell

Licenciado en Medicina y Cirugia

Unitat de Recerca en Miiscul i Aparell Respiratorio (IMIM)
Laboratori de Fisiopatologia Respiratoria

Servei de Pneumologia

Hospital del Mar
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