AVA
[ §
Y

?//.

s

=

UNIVERSITAT be

BARCELONA

Efecto de ejercicio fisico en el estado redox
del sistema respiratorio

Felipe Andrés Contreras Bricefio

OMOM

Aquesta tesi doctoral esta subjecta a la llicéncia Reconeixement 4.0. Espanya de Creative
Commons.

Esta tesis doctoral estd sujeta a la licencia _Reconocimiento 4.0. Espafa de Creative
Commons.

This doctoral thesis is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0. Spain License.




TESIS DOCTORAL

EFECTO DEL EJERCICIO FISICO EN EL ESTADO
REDOX DEL SISTEMA RESPIRATORIO

Una mirada al impacto del ejercicio fisico sobre el sistema respiratorio y rendimiento deportivo.

¢Se altera el estado redox en deportistas cronicamente expuestos a irritantes respiratorios al desarrollar ejercicio fisico?
¢Seran las condiciones ambientales las responsables de los cambios respiratorios?

De existir cambios en el estado redox, ;Se altera el rendimiento fisico en deportistas ?

Felipe Andrés Contreras Briceiio

Programa de Doctorado en Biomedicina

2020







1\
iy

UNIVERSITAT os
BARCELONA

+
Uil

1=

Universidad de Barcelona

Facultad de Biologia
Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia

Seccion de Fisiologia

Memoria presentada por Felipe Andrés Contreras Bricefo, para optar al grado de

Doctor por la Universidad de Barcelona, por el programa de Doctorado en Biomedicina.

La presente tesis doctoral, “Efecto de ejercicio fisico en el estado redox del sistema
respiratorio” ha sido realizada bajo la direcciéon del Dr. Ginés Viscor Carrasco y del

Dr. Oscar Araneda Valenzuela y tutorizada por el Dr. Ginés Viscor Carrasco.

Esta tesis se encuentra adscrita a la linea de investigaciéon de Metabolismo, Senalizacion
metabolica y Patologias asociadas del programa de Doctorado en Biomedicina de la
Universidad de Barcelona, y colaboré al grupo de Fisiologia del Ejercicio e Hipoxia del
Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia, Facultad de Biologia,

Universidad de Barcelona.

Dr. Ginés Viscor Carrasco  Dr. Oscar Araneda Valenzuela Felipe Contreras Briceno

Director y Tutor Director

Barcelona

2020






“El poeta no cumple su palabra si no cambia los nombres de las cosas™

-Nicanor Parra-



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Agradecimientos

Agradecimientos

A mi esposa Giselle, quien me ha apoyado en todos los desafios y suefios que he tenido
durante mi formacion profesional...gracias por todo el apoyo y paciencia durante tanto

tiempo.

A mis hijos Matias, M" Trinidad y Agustin, por toda la paciencia que en forma consciente
o no han tenido en todos estos afnos en los que postergué momentos...aunque no lo crean,

gran parte de este proyecto es por y para ustedes...los amo.

A mi padre Nelson y madre Maria, quienes se preocuparon de entregarme como
herramientas de vida la constancia, disciplina y perseverancia...caracteristicas esenciales

para no declinar cuando aumenta la pendiente.

A mi hermana Patricia, por su apoyo y preocupacion en aspectos relacionados a la toma
de muestras. A mi hermano Diego, por su constante preocupacion respecto al desarrollo

de mi proceso formativo.

A Luis Pizarro, gracias por todo el apoyo en las mediciones de laboratorio, y sobretodo,

por ser una caja de sorpresas...eres un conocedor de todo.

A todos los participantes de los estudios que comprenden esta tesis, gracias por su

invaluable aporte voluntario para con la ciencia.

A los doctores Norma Alva, Joan Ramoén Torrella, y Jesus Palomeque, miembros de la
Comisiéon de Seguimiento de esta tesis, quienes con altruismo me entregaron
retroalimentacion valiosa durante las diferentes instancias de evaluaciéon en mi proceso

formativo del programa de doctorado.

A mis directores de tesis, los doctores Oscar Araneda y Ginés Viscor, gracias por
permitirme formarme como investigador con ustedes, y por sobretodo, por la entrega
desinteresada de valores académicos y experiencias de vida que me orientan y motivan a

ser una mejor persona dia a dia...gracias por siempre.

vl



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Abstract

Abstract

The prolonged and intense physical exercise affects the balance of the oxidation-reduction (redox)
state of the respiratory system as a result of increased pulmonary ventilation (V E), inhalation of irritants
and particulate matter, hypoxia, and adverse environmental conditions such as cold and ambient dry, as
these factors dehydrate the fluid that covers the respiratory epithelium, induce bronchoconstriction and
inflammation of the airway, with the consequent more significant formation of reactive chemical species
which, by overcoming local antioxidants, cause oxidative stress, and with this, damage of biomolecules and

local cellular structures.

A non-invasive method that allows measuring at the respiratory level the concentration of some of
these reactive species s the exhaled breath condensate (EBC). By this method, previous studies had been
documented an increase in hydroperoxides (H203), mitrites (NOz), malondialdehyde (MDA), and
peroxynmitrite (ONNO') wmn long-distance runners posterior at 21.1 and 42.2-km, and healthy untrained
subjects after completed 10-km and 90 manutes of cycling. In these studies, the production of the respiratory
reactwe chemical species evaluated showed a direct correlation with the total lung ventilation achieved at
physical exercise, concluding that either the intensity at which the efforts were completed and the respiratory
adaptations induced previously by training were relevant factors related with changes of the respiratory
redox state. An aspect poorly explored in this context is the influence of the environmental conditions where
the exercise is carried out; as well as whether or not these molecular changes impacted on lung function and

sports performance.

This thesis explored the topic mentioned previously; thus, the article I evaluated the influence of
chlorine, as a respiratory wrritant, on the production of [H202/car, [NO2 | cag, [NO2 Jcar/[NO2 [Pusna,
and lung function parameters (FEV), FEF»5 750) afler two different physical exercise protocols (3500-
m indoor-swimming vs 10-km outdoor-running) in competitive swimmers. Contrary to the hypothesis, the
respiratory reactive chemical species assessed increased afler running and decreased afler swimmang, even
with the presence of chlorine in the inhaled air. As the main discussion, it was held that the higher relative
humidity present in swimming could have favoured this type of exercise. To elucidate this, the article 11
evaluated in recreational cyclists the influence of high relative humidity condition (90% vs 40%) on the
production of the same respiratory reactive chemical species after 60 muinutes of pedalling at 70% of the
maximum load, and the impact on lung function. Interestingly, it was shown that high-relative humidity

(90%) "protects” the alteration of the respiratory redox state to the increase in VE and promotes

vl
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bronchodilation even 80 munutes after exercise. In both articles, it was found that the respiratory species
assessed showed a direct correlation with the total lung ventilation reached in the protocols of exercise used.
As the V E is the result of the work of the inspiratory muscles during respiration (work of breathing, WOB),
and for evaluating the effect of the WOB on the respiratory redox state, the article III evaluated the
reliability of the local muscle oxygen saturation (SmQs), measured by near-infrared spectroscopy (Near-
Infrared Spectroscopy, NIRS) at intercostal muscles in marathon runners during the oxygen consumption

test (V Q-nay), showing good-to-excellent values at higher values of VE.

The conclusion of studies carried out are: (1) swimmers chronically exposed to the respiratory
urritant of chlorine and by-products, show respiratory redox alteration 24 hours afler running 10-km and
not swimming 3500-m; (1) in recreational cyclists, high-relative humidity (90%s) prevents the induced
Jormation of respiratory reactiwe chemical species evaluated, and promote bronchodilation; and (1) in

marathon runners, the evaluation of muscle oxygen saturation at intercostal muscles using NIRS 1s a novel

method that allows quantifying the work of breathing (WOB) for increasing the V E during exercise.
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Abreviaturas

Abreviaturas

AE: Aire espirado.

ATP: Adenosin trifosfato.

CAE: Condensado de aire espirado.

CAT: Enzima catalasa.

Cle: Cloro gaseoso.

EI Esputo inducido.

EPOC: Enfermedad pumonar obstructiva crénica.

FC: Frecuencia cardiaca.

Fe?*: Ion ferroso.

Fe3+: 6n feérrico.

TNF-1ox: Factor de necrosis tumoral 1-alfa.

Fr: Frecuencia respiratoria.

GR: Enzima glutation reductasa.

GSH: Glutation reducido.

GSH-Px: Enzima glutation peroxidasa.

GSSG: Glutation oxidado.

GST: Enzima glutation transferasa.

GRx: Glutaredoxina.

H*: Cation de hidrogeno (proton).

HCIO: Acido hipocloroso.

HTA: Hipertension arterial.

H>0Oo: Peroxido de hidrégeno.

IL: Interleuquina.

LOO: Radical peroxilipidico.

LTs: Leucotrienos.

MDA: Malondialdeido.

NADH: Nicotinamida adenina dinucleo6tido deshidrogenasa.
NADP: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato oxidada.
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida.
NF-kf: Factor nuclear kappa f3.

NIRS: Near-Infrared Spectroscopy (longitud de onda cercana al rango infrarrojo).
NO: Oxido nitrico.
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NOg: Dioéxido de nitrogeno.

NOo-: Nitrito.

NOs=: Nitrato.

NOS: Enzima 6xido nitrico sintasa.

NOX: Enzimas NADPH oxidasas.

OH-: Radical hidroperoxilo.

109: Oxigeno singulete.

Oaq: Oxigeno molecular.

Og™: Anidn superoxido

Os: Ozono.

OH": Radical hidroxilo.

ONOO-: Peroxinitrito.

PCR: Proteina C reactiva.

PGs: Protaglandinas.

PRx: Peroxiredoxina.

RL: Radical libre.

RNS: Reactive Nitrogen Species (especies reactivas de nitrégeno).
ROS: Reactive Oxygen Species (especies reactivas de oxigeno).
RS: Reactive Species (especies reactivas).

SmOs: Saturacién muscular de oxigeno.

SOD: Enzima superoxido dismutasa.

TBARs: Thiobarbituric acid reactive substances (s. reactivas del acido tiobarbiturico).
THb: Hemoglobina total.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

TRx: Tioredoxina.

VE: Ventilacién pulmonar.

VO Consumo de oxigeno.

Ve Volumen corriente.

WOB: Work of breathing (Trabajo o costo energético de la respiracion sistémica).
XO: Enzima xantino oxidasa.

XOD: Enzima xantina oxidasa deshidrogenasa.

8-OHdG: 8-hidrodesoxiguanosina.
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1 Introducciéon general.

1.1 Presentacion de las publicaciones.

La presente tesis se compone de comunicaciones cientificas (articulos cientificos o
papers) fruto del proceso de formaciéon académica del programa de Doctorado en
Biomedicina de la Universidad de Barcelona llevado a cabo durante los afios 2016 a 2020,
y desarrollados en el Grupo de Fisiologia del Ejercicio e Hipoxia (Departamento de
Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia) de la Facultad de Biologia de la
Universidad de Barcelona (Espafia) y el Grupo de Fisiologia del Ejercicio (Departamento
de Ciencias de la Salud) de la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catolica
de Chile (Chile)

Las investigaciones realizadas en este proceso se enmarcan en el proyecto
denominado “Efecto del ejercicio fisico en el estado redox del sistema respiratorio”, y dan
cuenta de cambios en componentes quimicos, mecanicos o asociados al costo energético,
y de valoracion funcional o pruebas clinicas del sistema respiratorio en deportistas
producto del ejercicio fisico en diferentes condiciones ambientales.

Los trabajos o comunicaciones cientificas que conforman esta tesis son los siguientes:

Articulos cientificos (en el transcurso de la tesis se hara referencia a esta numeracion):

I. Araneda, OF; Contreras-Briceno, I; Cavada, G & Viscor, G.

Swimmang versus running: effects on exhaled breath condensate pro-oxidants and pH.

European Journal of Applied Physiology. 2018;118 (11): 2319-2329.

II. Contreras-Bricefio, I; Espinosa-Ramirez, M; Viscor, G & Araneda OF.

Humudity prevents the formation of exercise-induced hydrogen peroxide and nitrite in exhaled breath
condensale in recreational cyclists.

European Journal of Applied Physiology. 2020; 120 (10): 2339—-2348.

II1. Contreras-Bricefio, I; Espinosa-Ramirez, M; Hevia, G; Llambias, D; Carrasco, M;
Cerda, F; Lopez-Fuenzalida, A; Garcia, P; Gabrielli, L & Viscor G.

Reliability of NIRS portable device for measuring intercostal muscles oxygenation during exercise.
Journal of Sports Sciences. 2019; 37 (23): 2653-2659.
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En el articulo I se evalu6 el efecto de dos protocolos de ejercicio fisico intenso y
prolongado sobre el estado redox respiratorio de nadadores competitivos, uno en
presencia de irritantes respiratorios (cloro y sus bioderivados) y otro al aire libre, evaluado
mediante el analisis de especies quimicas reactivas (peroxido de hidrégeno (H2Oo), nitrito
(NOy)) y pH en muestras de condensado de aire espirado (CAE) y plasma sanguineo; y
la funcién pulmonar, evaluada mediante la interpretacion de los volimenes y capacidades
pulmonares a través de espirometria. Lo anterior, en virtud de que estas variables pueden
verse afectadas dado la exposicion crénica a irritantes respiratorios presentes en piscinas
tratadas con cloro. Asi, el objetivo del estudio fue comparar los cambios en el estado redox
respiratorio y parametros de espirometria en los participantes tras completar una natacion
de 3.500-m vs. correr 10-k, ambos desarrollados a alta intensidad. La conclusion fue que
en sujetos cronicamente expuestos a irritantes respiratorios, el estado redox respiratorio
se afecta mas al correr que al nadar. La discusion de los resultados motivo el estudio
aislado de una de las variables de la condicién ambiental que posiblemente podria haber
influenciado los resultados, aspecto que fundamenté el desarrollo de la siguiente
investigacion.

En el articulo II se evalu6 la influencia de la humedad relativa sobre los cambios
inducidos por ejercicio fisico en el estado redox del sistema respiratorio en ciclistas
recreativos. Esta investigacion se desarroll6 en condiciones controladas de laboratorio,
con monitorizacién exhaustiva de variables que habitualmente participan en forma
conjunta y son dificiles de aislar en condiciones reales cuando se desarrolla la actividad
deportiva. Para llevar a cabo la investigacion, fue necesario construir una camara semi-
hermética especial para mantener estables los niveles de humedad relativa, sin cambiar
los valores de temperatura ambiental y asi evitar que esta variable influenciara los
resultados. Los deportistas desarrollaron un protocolo de ejercicio intenso y prolongado
en dos condiciones distintas de humedad relativa (40% vs. 90%). Se analizaron muestras
de CAE y plasma sanguineo, mas parametros de funciéon pulmonar (espirometria). Los
resultados obtenidos dieron cuenta que la alta humedad relativa actué como factor
protector sobre el sistema respiratorio respecto al efecto pro-oxidante e inflamatorio del
ejercicio fisico, pues en condiciones de alta humedad relativa se minimiz6 la produccién
de HoO2 y NOg en muestras de CAE, permaneciendo ademas la broncodilatacion
inducida por ejercicio incluso 80 minutos una vez finalizado el protocolo. Lo interesante
es que estos efectos se lograron en el protocolo de ejercicio que alcanzé una mayor

ventilacion pulmonar (VE) por mas tiempo, teniendo en consideracion que este parametro
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en investigaciones previas se ha asociado a la mayor produccion de especies quimicas
reactivas oxidantes en el sistema respiratorio.

En el articulo III se determiné la confiabilidad de la valoracion de oxigenacion en
musculos respiratorios (m. inlercostales) durante el ejercicio fisico en deportistas entrenados
en largas distancias (corredores de maraton), a través de la mediciéon no invasiva de la
saturacién muscular de oxigeno (SmOg2) mediante el uso de dispositivos portatiles que
interpretan la longitud de onda del rango cercano al infrarrojo (Near-Infrared Spectroscopy,
NIRS). El motivo del desarrollo de esta investigacion se baso en la necesidad de contar
con un método objetivo que de cuenta del trabajo realizado por los musculos respiratorios
(work of breathing, WOB) durante el ejercicio fisico maximo en deportistas acostumbrados
a alcanzar elevados valores de VE, entendiendo que esta variable estd asociada a la
produccioén de especies quimicas reactivas del sistema respiratorio, como lo muestran los
resultados obtenidos en investigaciones previas. Los resultados mostraron una good-to-
excellent confiabilidad de la medicién de SmOq-m.intercostales en corredores competitivos de
maraton durante la valoraciéon de la maxima capacidad aerébica o cardiovascular (prueba
de consumo de oxigeno méximo, VOs-max). Como resultado interesante, se encontré una
correlacion positiva entre SmQOo-m.intercostales con la ventilacion minuto. Ahora bien,
queda pendiente evaluar si el WOB desarrollado en el ejercicio se asocia con la alteracién
del estado redox respiratorio, y si esto afecta las pruebas de funciéon pulmonar, el
rendimiento deportivo de los atletas, o ambos.

En las préoximas paginas, el lector encontrara el marco teérico que sustenta la presente
tesis, seguido de los objetivos a desarrollar durante la formacion doctoral y las
herramientas experimentales adquiridas para alcanzar el logro de los objetivos

propuestos, los articulos cientificos y una discusion general de los resultados.
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1.2 Resumen.

El estrés oxidativo se define como la pérdida de equilibrio entre los oxidantes y la
capacidad de los antioxidantes para contrarrestar su accioén, alterando la sefializacion
redox y danando los componentes de los organismos vivos (lipidos, proteinas,
carbohidratos y ADN) a través de especies quimicas reactivas (Barry Halliwell &
Gutteridge, 2015). El término oxidante incluye tanto a radicales libres (RL) como a todas
aquellas especies quimicas que sin ser RL también son capaces de sustraer uno o mas
electrones de un sustrato biologico, iniciando el proceso de oxidacion. Como especies
reactivas (Reactive Species, RS) se incluyen las derivadas del oxigeno (ROS), nitrégeno
(RNS), cloro, bromo, azufre, etc. Las consecuencias biolégicas del estrés oxidativo
dependeran del tipo celular o tejido examinado, severidad, y duracién o temporalidad de
dicho desequilibrio. Asi, las células pueden responder de una o mas de las siguientes
maneras: (i) proliferacion aumentada; (i) adaptacion a través de la up-regulation o sobre-
expresion de sistemas de defensas, los que pueden entregar una protecciéon completa,
parcial, o exagerada; (iii) injuria o dano de biomoléculas celulares que son los que
iniciaran la favorable adaptacion, es decir, no todo dano causado por el estrés oxidativo
se traduce en un dafo oxidativo; (iv) envejecimiento celular; y (v) muerte celular,
dependiendo de si el dafio a las biomoléculas celulares ha sido reparado favorablemente
ya sea total o parcial, o en su defecto iniciar la apoptosis celular (Powers, Nelson, et al.,
2011; Barry Halliwell & Gutteridge, 2015; Pizzino et al., 2017).

En condiciones fisiologicas, bajos niveles de RS son necesarios para la adecuada
transcripcion y traduccion de senales celulares beneficiosas para la salud, mejorando la
funcion del sistema inmunolégico (Yang et al., 2013; Salim, 2016), cardiovascular
(Khurana et al., 2013), muscular (Jackson, 2005; Niess & Simon, 2007; Powers, Ji, et al.,
2011), entre otros; mientras que altos niveles o produccién excesiva de RS alteran la
integridad celular a través de la oxidacion de lipidos (Yla-Herttuala, 1999), proteinas
(Stadtman & Levine, 2006), y ADN (Marnett, 2000), y promueven la inflamacioén cronica
al estimular el factor transcripcional sensible a alteraciones del estado redox (factor
nuclear-kappa B, NF-kf), el cual estimula la expresion de mediadores pro-inflamatorios
como proteina C-reactiva (PCR), interleuquinas (IL-6, IL-8, IL 1f3), y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-1e) (Reuter et al., 2010; Lugrin et al., 2014; Hussain et al., 2016),

todos ellos son biomarcadores involucrados en el origen de diversas enfermedades (ej.
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HTA, insuficiencia cardiaca, diabetes, sindrome metabolico, EPOC, cancer, etc.) (Bast et
al., 1991; Moskovitz et al., 2002; Pizzino et al., 2017).

Al respecto, la practica de actividad fisica regular o ejercicio ha sido reconocida
como la intervenciéon terapéutica clave para evitar la progresion de estas enfermedades
(B. Pedersen & Saltin, 2006, 2015; Kujala, 2009; Garber et al., 2011), y aumentar la
sobrevida de los pacientes (Oja et al., 2017; Kraus et al., 2019). Paradéjicamente, el
ejercicio también es reconocido por desencadenar aumentos en los niveles de RS (Packer
et al., 2008; Powers & Jackson, 2008; Powers, Ji, et al., 2011; Powers, Nelson, et al., 2011).
El primer estudio que evidenci6 esto se publico hace ya mas de treinta afios (Dillard et al.,
1978). En ese estudio, Dillard et al. (1978) report6 en 10 sujetos sanos un aumento
sustancial del pentano exhalado, un indicador de la peroxidaciéon de lipidos, posterior a
60 minutos de cicloergémetro a intensidad moderada correspondiente al 50% del
VO,-méx. De ahi en adelante, varias investigaciones han estudiado el efecto del ejercicio
sobre el estrés oxidativo. Al respecto, las fuentes productoras de RS durante el ejercicio
fisico se han diferenciado entre las intrinsecas al tejido muscular esquelético (ej.
mitocondria, enzimas NADPH y xantino oxidasas) (Steinbacher & Eckl, 2015; D1 Meo et
al., 2019), y las extrinsecas (sangre, sistema cardiovascular, respiratorio, etc.) las cuales
ademas de ser fuentes productoras de RS por si mismas, también potencian a las fuentes
intrinsecas aumentando aun mas la presencia de RS por ejercicio fisico (Finaud et al.,
2006; Nikolaidis et al., 2008; Packer et al., 2008).

Dentro de las fuentes productoras de RS intrinsecas al tejido muscular se encuentra
la mitocondria. La evidencia reporta que entre el 1-3% del oxigeno consumido contribuye
a la formacion de RS (Chance et al., 1979). Esto hace pensar que mientras mayor sea la
actividad metabolica mitocondrial, como sucede en ejercicios intensos y prolongados,
mayor sera la producciéon de RS; sin embargo, el cambio conformacional de este organelo
desde el reposo (state-IV) al de maxima actividad (state-11I) reduce la producciéon de RS a
una décima parte (Cadenas & Davies, 2000; Finaud et al., 2006). Otra fuente de RS
asociada a la contraccion muscular es la accion de la enzima NADPH oxidasa (NOX), la
que se encuentra principalmente en el reticulo sarcoplasmatico, tibulos transversos, y
sarcolema. Esta enzima cataliza la produccion de aniéon superoxido (Og™) al reducir al
oxigeno molecular (O9), reacciéon exacerbada en ejercicios prolongados e intensos; de esta
manera a NOX se le ha atribuido un rol incluso mayor que a la mitocondria en la
produccion de RS por ejercicio (Steinbacher & Eckl, 2015; Ferreira & Laitano, 2016).

También el fenomeno de isquemia-reperfusion, propio del acto motor en ejercicios
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ciclicos y repetitivos, ha sido reconocido como promotor de RS a raiz de la mayor
actividad de la enzima xantino oxidasa (XO) y la consecuente formacion de Oq™, HoO9 y
urato (Steinbacher & Eckl, 2015; D1 Meo et al., 2019). Sin embargo, la contribucion de
XO en la produccién de RS en el territorio muscular es tema de debate, pues si bien
evidencia actual le confiere un rol protagénico (Vifia, Amparo Gimeno, Juan S, 2000;
Gomez-Cabrera et al., 2008, 2009), otros estudios le confieren un rol menor dado la baja
cantidad de XO presente a nivel tisular (Frederiks & Bosch, 1995).

El efecto beneficioso o perjudicial de la produccién de RS de origen muscular, esta
condicionada a la intensidad, duracién, y modalidad de ejercicio fisico realizado (Finaud
etal., 2006; Niess & Simon, 2007; Nikolaidis et al., 2008; Powers & Jackson, 2008; Powers,
Ji, et al., 2011), pues se ha reportado que bajos niveles de RS incluso estimulan la
produccién de antioxidantes encargados de prevenir el estrés oxidativo local (Nikolaidis
et al., 2008; Kujala, 2009; Magherini et al., 2019).

Otra fuente de produccion de RS en el ejercicio son las provenientes de sistemas
biologicos de origen no muscular, principalmente las originadas en el sistema
cardiovascular a raiz del aumento en el gasto cardiaco en condiciones de maxima
intensidad de ejercicio en alrededor 5 a 6 veces su valor respecto al reposo (D’Andrea et
al., 2017); y las provenientes del sistema respiratorio, el cual debe aumentar VE (20 a 30
veces) a expensas de la frecuencia respiratoria (Fr) (4 a 5 veces) y volumen corriente (Vc)
(4 a 6 veces) para maximizar la hematosis sanguinea, contenido arterial de oxigeno, y
mejorar asi el VOo-max. (Forster et al., 2012; Sheel & Romer, 2012). Ahora bien, la
produccion de RS de origen respiratorio no tan solo se ve afectada por los cambios de la
mecanica respiratoria mencionados previamente, pues la literatura ha reportado
aumentos en ciertas condiciones ambientales en las cuales se desarrolla el ejercicio. Asi,
la presencia de material particulado (MP) (Cavalcante De Sa et al., 2016) e irritantes
respiratorios como el 16n cloruro y sus derivados (Morissette et al., 2016), altura o
hipobaria (Araneda & Tuesta, 2012), temperatura (Marek et al., 2013), y humedad
ambiental (Wolkoff, 2018), son escenarios que promueven el estrés oxidativo al aumentar
RS y/o disminuir antioxidantes locales, sobretodo en deportistas cronicamente expuestos
a entrenar a clevados valores de VE, Fry Ve.

Interesantemente, el estado redox respiratorio puede ser evaluado a través del
analisis de muestras locales como el esputo inducido (EI) (Pavord et al., 1997), aire
espirado (AE) (Liu & Thomas, 2005), y condensado de aire espirado (CAE) (Horvath et
al., 2005; M. Davis & Montpetit, 2018). El CAE permite la obtencién no invasiva de
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ciertos biomarcadores que han sido objeto de estudio para evaluar al efecto del ejercicio
sobre el sistema respiratorio (Lactato, HoO2, NOgo, NOs-, adenosina, MDA, pH,
citoquinas, 8-isoprostano, etc.). En esta tesis se han estudiado especies quimicas reactivas
(H2O9, NO2) y pH en muestras de CAE para evaluar el efecto del ejercicio fisico en
diferentes condiciones ambientales sobre el estado redox respiratorio en deportistas
entrenados y habituados a mantener elevados valores de VE, Fry Vc. Para complementar
este analisis quimico, se evaluaron también parametros clinicos de la funcién pulmonar
midiendo los volimenes y capacidades respiratorias mediante espirometria. Ademas, se
exploré la evaluacion objetiva del esfuerzo o trabajo respiratorio mediante la valoracion
de la oxigenacién local en musculos respiratorios. El objetivo es reportar a través de
mediciones no invasivas el impacto del ejercicio fisico sobre el estado redox respiratorio,
parametros clinicos, y rendimiento fisico en deportistas entrenados aerébicamente, con la
finalidad de evaluar asociaciones entre estas variables potenciando la investigacion
aplicada y traslacional; aportando conocimiento que ayude al entendimiento de los
cambios en la salud respiratoria de atletas habituados a mantener elevados valores de

ventilacion pulmonar, esperando potenciar asi el rendimiento deportivo.

1.3 Especies reactivas (Reactive Species, RS).

La definicién de especies reactivas (RS) incluye tanto a radicales libres (RL) como
a todas aquellas RS que, sin ser RL, son también capaces de sustraer uno o mas electrones
de un sustrato biolégico, iniciando el proceso de oxidacion (Barry Halliwell & Gutteridge,
2015). Los RL se definen como atomos o moléculas que tienen uno o mas electrones
desapareados en su tltimo orbital, lo que les otorga inestabilidad y reactividad. El hecho
de que el material biolégico produzca RL se reportd por primera vez en 1954 y en la
actualidad es ampliamente aceptado (Commoner et al., 1954). Los principales RL
formados en las células son el aniéon superoxido (O9™) y el éxido nitrico (NO*). El Og™
puede ser generado ya sea por la reduccion incompleta del oxigeno en el sistema
transportador de electrones, o como un producto especifico de sistemas enzimaticos;
mientras que el NO® es generado via reacciones enzimaticas. Ambos RL pueden
rapidamente reaccionar con otros atomos o moléculas y formar RS, que pueden
reaccionar con mayor o menor selectividad, generando mas RL y RS (Powers, Ji, et al.,

2011). Como RS se incluyen las derivadas del oxigeno (ROS), nitrogeno (RNS), cloro,
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bromo, azufre, etc.; siendo las mas involucradas en el humano las ROS y RINS. La tabla

1 menciona los principales RS en el contexto de esta tesis.

Tabla 1. Nomenclatura de especies reactivas.

Radical libre

No radical libre

Anidn superoxido, Og™

Peréxido de hidrogeno, HoOo

Radical hidroxilo, OH*

Oxigeno singulete, 1O

Oxido nitrico, NO*

Peroxinitrito, ONOO-

Diodxido de nitrégeno, NOo*

Acido hipocloroso, HC1O o HOCI

Atomo de cloro, CI°

Cloraminas

Las principales RS analizadas en estudios relacionadas al efecto del ejercicio fisico
sobre el estado redox son Oz, OH*, HoO9, 109, NO*, NOz, NOs-, ONOO-, HCIO. A

continuacion, se detallan sus caracteristicas:

(1) Aniéon superoxido (O2™): Es el RL mas abundante y coman a nivel celular. Se
forma por procesos enzimaticos, reacciones de auto-oxidacién, y reacciones no
enzimaticas de transferencia de electrones en el cual un electrén es transferido al
oxigeno molecular. En comparacion a otras RS posee una vida media prolongada
(10-% s) lo que facilita la difusion intracelular y la afectaciéon a un mayor ntimero
de células (Phaniendra et al., 2015). Es principalmente producido al interior de la
mitocondria. Las enzimas que pueden producir O™ son la xantino oxidasa (XO),
lipoxigenasa, cicloxigenasa y NADPH oxidasa. Puede existir en 2 formas, como
Oq™a pH fisiologico, o como radical hidroperoxilo (HO9) a pH bajo. El Oo™ puede
reaccionar con otro Og™ en la reacciéon de dismutacién (eq. 1), donde un radical
es oxidado a oxigeno y otro radical es reducido a otro RS, el peroxido de
hidrégeno (H2Op). Esta reaccion es catalizada por elementos quimicos (Cu, Zn,
Mn) y la enzima superédxido dismutasa (SOD).

SOD (Cu, Zn, Mn)

(eq. 1) O™ + Og- + 2H* — HyOy + Oy

(2) Peréxido de hidrogeno (H202): No es un radical libre, si no una RS que puede
producir RL, como el radical hidroxilo (OH"). EIl HoOg es estable, permeable a las

11
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membranas celulares, y con una vida media prolongada. Es un agente oxidante
relativamente débil, pero a altas concentraciones es citotoxico. Esta caracteristica
se debe a la capacidad de generar OH* a través de reacciones catalizadas por
metales, como la reaccion de Fenton (eq.2) (B Halliwell et al., 2000). Las mayores
enzimas antioxidantes que pueden eliminar HoO» son la catalasa, glutation

peroxidasa y peroxiredoxinas.

(eq.2) HyOy + Fet2 ——» Fet3 + OH' + OH-

Radical hidroxilo (OH*): Es un radical libre de elevado poder oxidante y
reactividad, pudiendo dafar a moléculas inorganicas y organicas, incluyendo
lipidos, proteinas, carbohidratos y ADN, mas que cualquier otro RL. A pesar de
no ser permeables a membranas biologicas y poseer una vida media corta (101
s), la gran reactividad que posee le permite dafar a las moléculas cercanas al sitio
de produccién, por lo que no es factible evaluar su concentracion directa, pero si
la demostraciéon de los productos especificos de sus reacciones (Phaniendra et al.,
2015). Su formacion es en la reaccion de Fenton (eq. 2), en donde el H2Oq
reacciona con metales i6nicos (Fe*? o Cu*) los que generalmente se encuentran en
complejos con diferentes proteinas como la ferritina (proteina intracelular que
almacena hierro) y ceruloplasmina (proteina plasmatica transportadora de cobre)
u otras moléculas. En condiciones de estrés, un exceso de Og™ libera hierro de
proteinas de ferritina, este hierro libre participa en la reacciéon de Fenton y forma

OH". También puede ser formado en la reaccién Haber-Weiss (eq. 3).

(Cq. 3) Oy + HilO9g———» Oo+ OH' + OH-

Oxigeno singulete ('Og): Esta especie reactiva corresponde a la forma
electronicamente excitada del estado meta-estable del oxigeno molecular. Tiene
una vida media corta (10 s), pero posee gran difusiéon y permeabilidad en las
membranas biologicas. La dismutacion de Og™ en agua puede llevar a la
formacion de 'Og en los sistemas biolégicos. Puede ser producido i viwo por la
activacion de neutrofilos (eq. 4) y eosinéfilos (Hampton et al., 1998; Winterbourn
& Kettle, 2013); al igual que en reacciones enzimaticas catalizadas por

lipoxigenasas, dioxigenasas, y lactoperoxidasas.

12
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(%)

(eq.4) HOCI+ HyOy —— 10y + HyO + CF

Oxido nitrico (NO*): Es un radical libre sintetizado en varios tipos celulares a
partir del aminoacido L-arginina, utilizando NADPH y produciendo L-citrulina
(eq. 5). Esta sintesis la realizan las enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS), existiendo
3 tipos: (1) neuronal (NNOS o NOSI); (i) endotelial (eNOS o NOS3); y (iii)
inducible iINOS o NOS2) (Ricciardolo et al., 2004). Es altamente soluble en agua
y lipidos, por lo tanto, puede atravesar el citoplasma y membranas plasmaticas.
Es un importante segundo mensajero intracelular, estimulando guanilato ciclasa
y proteinas kinasas que ayudaran a la relajacion en los vasos sanguineos. Se ha
demostrado que el ejercicio fisico induce la activacién de la NOS presente en las
membranas, mitocondria, células endoteliales, miocitos cardiacos, células
inmunes (macréfagos), musculatura lisa, entre otras (Roberts et al., 1999). Posee
una débil capacidad reductora, reacciona con oxigeno para formar dioxido
nitrico, y reacciona muy rapidamente con O™ y produce ONOO-. En algunas

c¢lulas (macrofagos, células endoteliales), NO* es un intermediario de la via de la

arginina en su transformacion a nitrito (NOg) y nitrato (NOs) (eq. 6).

NOS

(eq. 5) L-arginina + O + NADPH —— L-citrulina + NADP* + NO*
(eq. 6) NO2 €+—>» NO* <—> NOjy
Peroxinitrito (ONOO-): La reaccion de O™ con NO* produce peroxinitrito (eq.
7) ocurre tres veces mas rapido que la dismutacion de Oq™ para producir HoOo.
Esto permite que sea la reacciéon primaria cuando estan presentes tanto O™ y
NOr. Posee una vida media prolongada (103 s) y gran capacidad oxidante,

danando el ADN, nitracién de proteinas, y depleciéon de los grupos tiol.

(eq.7) Oy~ + NO* ——» ONOO-

13
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(7) Acido hipocloroso (HCIO o HOCI): Es formado por la accién de la enzima
mieloperoxidasa utilizando H2Og (eq. 8). Es una RS estable y cominmente
formada por neutrofilos, pudiendo danar biomoléculas a través de la oxidacion de
grupos tiol, lipidos, ascorbato, y NADPH con la generaciéon de productos

secundarios (Powers, Ji, et al., 2011).

(eq.8) HyO, + CIF —— HOClI + OH-

1.4 Antioxidantes.

Dada la importancia de mantener la homeostasis del estado redox celular, cada
tejido u 6rgano posee una cantidad de sustancias encargadas de retardar o prevenir el
dano oxidativo de las RS, estas corresponden a los antioxidantes los que dependiendo de
su origen se pueden clasificar en enzimaticos y no enzimaticos (Barry Halliwell &
Gutteridge, 2015). Los principales antioxidantes enzimaticos del sistema respiratorio
implicados en el ¢jercicio son: superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CA'T), glutation
peroxidasa (GPX) y una serie de otras llamadas “auxiliares” (TRX, PRX, y GRX)
(Heflner & Repine, 1989; Bast et al., 1991). Entre los antioxidantes no enzimaticos se
encuentran la mucina, urato, glutation (GSH), vitamina C (acido ascérbico),
ceruloplasmina, transferrina, vitamina E, ferritina y bilirrubina, entre otros (Powers &

Hamilton, 1999; Powers et al., 2004; Radak et al., 2017).

1.4.1 Antioxidantes enzimaticos:

Los principales antioxidantes enzimaticos son superoxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPX), y catalasa (CAT). Otras antioxidantes reductasas como las
peroxiredoxinas (PRXs), glutaredoxinas (GRXs), y tioredoxinas (TRXs) también
contribuyen a la proteccion celular contra el proceso de oxidacion inducido por las RS, y

se engloban en las llamadas enzimas “auxiliares’:
lob las 1l d « 1 ”?

(1) Superoxido dismutasa (SOD): Esta enzima entrega proteccion contra el Oo™,
especificamente cataliza la reaccion produciendo HoO2 y Og (eq. 1). En las células
de mamiferos existen 3 isoformas de SOD (SOD1, SOD2 y SOD3), y cada una

incorpora un metal de transiciéon en el sitio activo util para catalizar la reaccién.
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SODI1 se ubica tanto en el citosol como en el espacio intermembrana de la
mitocondria; SOD2 se localiza en la matriz mitocondrial; y SOD3 en el espacio
extracelular. Aunque el O™ es un RL no altamente reactivo, igual puede extraer
electrones de membranas biolégicas u otros componentes celulares, resultando en
una cadena de reacciones que originen nuevos RL. Ademas, el Og™ puede
participar en la formacion de otras RS mas reactivas como el OH* y ONOOr, por
lo que es adecuado siempre mantener bajos los niveles de Oo™ (Heffner & Repine,

1989; Powers & Hamilton, 1999; Powers et al., 2004).

Glutation peroxidasa (GPXs): Existen 5 tipos de GPXs en células de mamiferos.
Cada una cataliza la reduccion de HoOg o hidroperoxidos organicos (ROOH) a
agua (H20) y alcohol (ROH), respectivamente, usando para ello glutation
reducido (GSH). Especificamente, un par de moléculas de GSH entregan iones
hidrogenos y son oxidados a glutation disulfido (GSSG). En el sistema respiratorio
es producida y secretada por células del epitelio alveolar y macréfagos (Avissar et

al., 1996; Schamberger et al., 2016).

2 GSH + H O, —» GSSG + 2 H.O
0,2 GSH + ROOH —» GSSG + ROH + HyO

Catalasa (CAT): Esta enzima cataliza la reaccién que disocia el HoOo. Se
encuentra principalmente en el citosol, especificamente en el reticulo
endoplasmatico, mitocondrias y peroxisomas. En comparacion con GPX se ha
documentado que tiene baja afinidad por H2O: cuando se encuentra a baja

concentracion (Barry Halliwell & Gutteridge, 2015).

H. Oy —» HyO + OO9

Enzimas antioxidantes “auxiliares”: Sumado a las enzimas antioxidantes descritas
previamente, las células de mamiferos también poseen un grupo de otras enzimas
que dada su cantidad presente a nivel celular se han denominado como
“auxiliares”, cumpliendo funciones similares en la mantencién de la homeostasis
del estado redox. Dentro de este grupo se nombran las tioredoxinas (TRXs),

glutaredoxinas (GRXs), y peroxiredoxinas (PRXs). Las TRX participan en
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1.4.2

mantener las proteinas en su estado reducido y prevenir la apoptosis celular (Arnér
& Holmgren, 2000; Lu & Holmgren, 2014). Las GRX participan en la proteccion
y reparacion de proteinas y grupos no proteicos tiol durante el estrés oxidativo
(Berndt et al., 2007). Las PRX reducen H2O2 y ONOO- usando fisiol6gicamente

electrones provenientes de grupos tiol (Sue et al., 2005).

Antioxidantes no enzimaticos:

En el sistema respiratorio humano las células epiteliales se encuentran recubiertas

por el fluido de revestimiento del epitelio respiratorio, el cual contiene surfactante y una

serie de antioxidantes no enzimaticos incluyendo glutation reducido (GSH), acido

ascorbico (vitamina C), taurina, acido trico, a-tocoferol (vitamina E), ceruloplasmina,

proteinas de bajo peso molecular, productos secretores de células serosas y caliciformes,

mas las enzimas antioxidantes nombradas previamente (Cross et al., 1994). A

continuacion, se entregan detalles de los mas abundantes en el sistema respiratorio

humano:

(1)

Mucina: Conforma la capa mucosa del fluido de revestimiento epitelial y esta
compuesta de proteinas, principalmente serina y treonina. Representa la primera
“linea de defensa” a RS, tanto por sus propiedades intrinsicas antioxidantes, como

por entregar en forma de “sacrificio” a RS algunas biomoléculas presentes en ella.

Acido trico: Se le atribuye el ser el mayor antioxidante de bajo peso molecular
presente en el tracto respiratorio, principalmente de via aérea alta. Su
concentracion es similar a la del plasma, y su rol es relevante en contrarrestar la

accion oxidante del ozono (Os).

Glutation (GSH): Es un antioxidante abundante tanto en el fluido de
revestimiento como en células epiteliales del tracto respiratorio. Su concentraciéon
en el sistema respiratorio se estima sea 140 veces mayor que la del plasma (Biswas
& Rahman, 2009). Participa en reducir el HoO9 y formar HoO y Oq utilizando
glutatién reducido (GSH), convirtiéndolo a oxidado (GSSG). Este dltimo se

reconvierte a GSH gracias a la accién de la enzima glutation reductasa, utilizando

NADPH (figura 1).
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Figura 1. Esquema de reacciones del glutation.

Iigura extraida de Xiong et al (2011) (Xiong etal., 201 1)

(4) Acido ascorbico (vitamina C): Es un importante antioxidante extracelular soluble

en agua. Su rol es entregar electrones a diferentes RS, siendo los principales HoO»

y OH-. También tiene un rol activo en reducir la vitamina E oxidada usando

GSH, restaurando asi la capacidad antioxidante de este importante antioxidante

lipidico.

(5) a-tocoferol (vitamina E): Es soluble en lipidos, cuyo rol principal es detener

reacciones en cadena iniciadas por la lipoperoxidacion protegiendo asi a acidos

grasos no saturados de membranas biologicas del proceso de oxidacion.

(6) Albamina: Esta proteina esta presente normalmente en alta concentracion en el

fluido de revestimiento epitelial respiratorio. Puede inhibir OH-y HOCI a través

de ol-antitripsina. Ademas, une eficientemente los iones de fierro y cobre

pudiendo prevenir reacciones similares a la de Fenton y asi la lipoperoxidacion.
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1.5 Daiio por RS sobre biomoléculas.

Cuando hay un desequilibrio entre la produccion de RS vy las defensas
antioxidantes, las RS se produciran en alta concentraciéon daiiando biomoléculas (lipidos,
proteinas, carbohidratos y ADN) (Barry Halliwell & Gutteridge, 2015). Los mecanismos

de dano mas comunes se mencionan a continuacion:

(1) Lipidos: Los lipidos presentes en las membranas biologicas, especialmente los
residuos de acidos grasos poli-insaturados de fosfolipidos son los mas susceptibles
a la oxidaciéon por RS (Phaniendra et al., 2015). Este proceso implica la pérdida
de la integridad de las membranas biologicas y con esto la funcién celular (fluidez,
inactivacién de canales o receptores, entre otros). La lipoperoxidacién se inicia
cuando una RS reacciona y extrae un hidréogeno de un grupo metileno (-CHy) en
un acido graso, lo que resulta en la formacién de un radical lipidico centrado en
el carbono (L7). Este L puede reaccionar con un Oz y formar un radical
peroxilipidico (LOO?") el cual es inestable y puede reaccionar con otro acido graso
produciendo un nuevo ciclo de radical L°, el cual uniéndose nuevamente a Oq
incrementara la concentracion de LOO", continuando asi la reacciéon en cadena
de la lipoperoxidacion; o por otra parte, el LOO* podra formar aldehidos estables
siendo los mas comunes el malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal, y los
isoprotanos; estos productos finales de la lipoperoxidacion dafiaran proteinas y el
ADN (Marnett, 2002; Niki, 2008; Henkel, 2011). El proceso de terminacion
ocurre cuando dos RS reaccionan y forman una especie no radical, normalmente
esto acontece a concentraciones elevadas de RS. La figura 2 ilustra el proceso de
oxidacion lipidica. Los MDA e isoprostanos han sido utilizados para evaluar dafio
oxidativo inducido por ejercicio en el sistema muscular y respiratorio. A través de
muestras de CAE se han determinado aumento de [MDA]cak en atletas después
del ejercicio intenso en condiciones de hipobaria (Araneda et al., 2005), y
[8-1soprostanos|cae en presencia de irritantes respiratorios como ocurre en
piscinas tratadas con cloro (Morissette et al., 2016), lo que refuerza la idea de que
ademas del aumento de la ventilacién pulmonar (VE), otros factores presentes en
el desarrollo del ejercicio fisico pueden influenciar en la mayor producciéon de

dano oxidativo asociado al ejercicio.
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Figura 2. Etapas de la oxidacién de los lipidos.

(a) Fases de iniciacion y propagacion por radicales. En la fase de propagacion, el radical lipidico reacciona
con el oxigeno molecular para formar un radical peroxilipidico que propaga la reaccion por medio de una
reaccion en cadena radical. (b) En la fase de terminacion, dos radicales lipidicos reaccionan entre si para
formar un enlace estable. Ademas, a partir de los radicales peroxilipidicos, se forman una variedad de
productos de degradaciéon como malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-2-nonenal o 2-alkalenos. Estos
productos finales afectan el ADN y proteinas. Figura extraida de Henkel (2011) (Henkel, 2011).

(2) Proteinas: El dafio a las proteinas puede ocurrir por el ataque directo de ciertos
radicales libres (OH" siendo el mas reactivo) o no radicales (ej. HoO2, O3, HOCI,
OONO:r, '0y), o por "dano secundario" que implica la reacciéon con productos
finales de la lipoperoxidacion, como MDA e hidroxynonenal (Phaniendra et al.,
2015). Las proteinas también pueden danarse por glicacion/glicoxidacion.
Algunos "danos" proteicos son reversibles, como generacion de enlaces disulfuro,
formacion de acido sulfonico, formacion de sulfoxido de metionina,

S-nitrosilacién, destruccion de grupos Fe-S por Opq, glutation y posiblemente
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nitracion. Otro danio, como la oxidacion de las cadenas laterales de aminoacidos
o la escision del esqueleto del péptido, puede ser irreversible y la proteina debe ser
destruida y reemplazada. El dafio oxidativo al ADN (a través de la mutacion) y al
ARN (a través de una traducciéon erronea) también puede producir proteinas
defectuosas. La oxidacion de proteinas afectara la funcién enzimatica, inmune, de
transporte y estructural (receptores) en membranas biologicos, haciéndolas asi
mas susceptibles a degradacion proteolitica (Barry Halliwell & Gutteridge, 2015).
La evidencia muestra que algunos aminoacidos al oxidarse dan lugar a grupos
carbonilos los que pueden ser evaluados como indicador de dafio oxidativo de
proteinas (Chevion et al., 2000). Respecto al impacto del ejercicio sobre el dano
oxidativo en proteinas aun los resultados son controversiales. Estas diferencias se
han asociado al nivel de entrenamiento de los participantes y tiempo de medicién

posterior al esfuerzo ejecutado (Finaud et al., 2006).

(3) ADNy ARN: Es un proceso lento y muy dafino. No todos las RS dafian el ADN,
y dado la reactividad el mayor responsable es el OH’, el cual reacciona
directamente con las bases purinas y pirimidinas, y las pentosas. El OH* abstrae
un atomo de hidrégeno y puede dafiar a la base guanina en su posicién y producir
8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG), el cual es evaluado como biomarcador de
dafio oxidativo e involucrado en la mutagénesis, carcinogénesis y envejecimiento
(Barry Halliwell & Gutteridge, 2015). En lo respecto al ejercicio, la produccion de
8-OHdG se ha evaluado sin reportar cambios significativos (Reichhold et al.,
2008; Reichhold, Neubauer, Hoelzl, et al., 2009; Wagner et al., 2011),
posiblemente por la rapida de reparaciéon de ADN después del proceso de
oxidacion y/o caracteristicas propias del desarrollo del ejercicio fisico (Reichhold,

Neubauer, Bulmer, et al., 2009).

1.6 Ejercicio y fuentes de origen de RS en el sistema respiratorio.

El ejercicio fisico aerdbico conlleva aumento en las demandas metabolicas,
producto de la mayor actividad contractil de grupos musculares involucrados en el acto
motor; cardiovasculares, a consecuencia del incremento en el cronotropismo, inotropismo

y vasodilatacion sistémica; y respiratorias, por la mayor ventilacion pulmonar (VE),
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frecuencia respiratoria (Fr), volumen corriente (Vc), dilatacion bronquial y vascular
pulmonar, y acciébn muscular respiratoria (work of breathing, WOB). En condiciones
fisiolégicas normales, todos estos cambios se realizan gracias a la energia generada en
c¢lulas eucariontes, aumentando la actividad mitocondrial y por consecuencia, la
probabilidad de aumentar la produccion de RS (Valavanidis et al., 2013). Por otra parte,
caracteristicas propias a la actividad fisica (duracién, modalidad, intensidad y volumen de
ejercicio) y a las condiciones ambientales donde se realiza (altura (hipobaria),
temperatura, humedad ambiental, contaminaciéon (material particulado) o irritantes
respiratorios (ej. 16n cloruro y bioderivados, polen, ozono) impactaran en forman directa
sobre la producciéon de RS del sistema respiratorio, y en forma indirecta, lo haran a
consecuencia de la inflamacion de via aérea y pulmonar inducida por ejercicio, fenémeno
que de manera intrinseca conlleva la produccién de mayor RS a consecuencia de la
activacion de mecanismos de defensa presentes en el sistema respiratorio (Araneda et al.,
2016). Lo anterior también inducira la liberacion de factores hormonales asociados al
estrés, como el cortisol y las catecolaminas, los que activaran el sistema inmunolégico
provocando la liberacién de citoquinas y derivados del acido araquidonico
(prostaglandinas y leucotrienos), los que activaran mayor nimero de leucocitos y con ello
la cantidad de RS producidas a consecuencia del ejercicio fisico (Walsh & Whitham, 2006;
Yang et al., 2013).

Otro aspecto relevante relacionado al impacto del ejercicio sobre la produccion de
RS del sistema respiratorio se relaciona con la exposiciéon aguda (respuestas) o cronica
(adaptaciones) y del modelo sobre el cual se evaltan estas especies quimicas (animal o
humano); a su vez, el efecto dafiino o no sobre las biomoléculas dependera del balance de
RS con antioxidantes (enzimaticos o no), los cuales también han evidenciado cambios con
el ejercicio fisico (Cross et al., 1994; Powers & Hamilton, 1999; Powers et al., 2004;
Gomez-Cabrera et al., 2008).

A continuacién, se mencionan las principales fuentes productoras de RS del sistema

respiratorio en consideracion al contexto previamente mencionado:

e Mitocondria: Es la principal fuente de origen de RS. Durante el ejercicio, y dada
la mayor tasa metabdlica necesaria para satisfacer las demandas tisulares la
producciéon de RS aumenta (Cadenas & Davies, 2000; Powers & Jackson, 2008).
La sintesis de ATP se origina a raiz de una serie de reacciones quimicas en la

membrana interna de este organelo, en conjunto con la fosforilacién oxidativa.
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La literatura reporta que entre el 1% al 3% del oxigeno necesario para la
produccioén de energia forma RS ya que no finaliza en la formacién de la molécula
de agua (Finaud et al., 2006). Las principales RS son anién superédxido (Og™) y
peroxido de hidrogeno (H20g2), y son producidos en los complejos proteicos 1
(NADH deshidrogenasa), II (Succinato dehidrogenasa) y III (Coenzima Q) vy
citocromo C oxidasa/reductasa) de la cadena transportadora de electrones (CTE)
(Treberg et al., 2010; Wong et al., 2017; Zhao et al., 2019). La figura 3 muestra

los sitios de “fuga” de electrones y protones en la C'TE.
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Figura 3. Sitios de fuga de electrones y protones en la mitocondria.

Los electrones derivados de sustratos oxidables se pasan a través de los complejos proteicos I/II/IV o
cII/III/IV en un proceso exergdnico que permite el bombeo de protones hacia el espacio intermembrana
de la mitocondria (IMS) de cI, cIll y cIV. La energia del gradiente de protones impulsa la sintesis de ATP
por el complejo V, o puede ser consumida por UCPs. Se indican también los sitios de produccion de anion
superoxido en cada complejo. El oxigeno liberado en el IMS puede transformarse en agua en una reacciéon
catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD) y peroxido de hidrégeno, para luego difundirse en el
citoplasma. Las flechas rojas indican vias de electrones. Las flechas negras representan las reacciones del
sustrato. Las flechas azules muestran el circuito de protones a través de la membrana interna mitocondrial
(IMM). En celeste, los complejos I-V estan marcados como I, IT, III, IV, V| respectivamente. Q), ubiquinona;
¢, citocromo ¢; IMM, membrana mitocondrial interna; IMS, espacio intermembrana; OMM, membrana
mitocondrial externa; UCP, proteina de desacoplamiento. Figura extraida de Zhao et al. (2019) (Zhao et al., 2019).

e Xantino deshidrogenasa (XOD) y oxidasa (XO): Estas enzimas catalizan la
reaccion desde hipoxantina a xantina, y posteriormente a acido urico. En el
fenébmeno de isquemia-reperfusion son consideradas como las fuentes prioritarias
de produccion de RS (Granger & Kvietys, 2015; Battelli et al., 2016). En atletas
y posterior al ejercicio se ha visto aumento de su actividad (Gomez-Cabrera et al.,

2003). La figura 4 muestra el rol de XOD y XO en la produccion de RS.

22



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio

Introduccién general

Redox-
status
Oxidative ATP
1NAD*/ l _______________
NADH ¢ Uric !
| : 1
l [} acid 1
i . '
NAD 0,
.g AMP E E
| |
2 ! : :
[T Adenosine Xanthine :
9 Dehydrogenase ]
! e /| :
. sumat [ 1 i
Inosine oxidation : :
R iv H H
$NAD*/ l NAD* | NADH '
. Xanthine . 1
NADH + Hypoxanthine Xanthine + 0; 1+ H,0,
|

oxidase !

0,

Reperfusion

Figura 4. Mecanismos de produccién de especies reactivas por el complejo enzimatico XO-XOD.

En el contexto de la isquemia, el ATP se cataboliza a hipoxantina y la forma deshidrogenada de XO (XOD)
se convierte a forma de oxidada (XO). Tras la reperfusion, el tejido restaurado en oxigeno reacciona con
hipoxantina (o xantina) y XO para generar aniéon superoxido (Og-) y peroxido de hidrégeno (HoOo),
pudiendo interactuar con otras RS. La conversion de XOD a XO puede no ser necesaria para la
producciéon de RS después de la reperfusion. Durante la isquemia, el estado redox del tejido se altera de un
estado oxidativo (mayor nivel de NAD* en relacién con NADH) a un estado reducido. Figura extraida de

Granger et al. 2015 (Granger & Kvietys, 2015)

NADPH oxidasas (NOX5s): Corresponden a un complejo de enzimas asociadas a
las membranas celulares, las que acttian entregando electrones en la reaccién que
reduce el O2 a O9™. El O9™ producido en contacto con la enzima SOD producira
H>0Oo. El O™ también puede reaccionar con NO*, produciendo ONOO™ (Brandes
et al., 2014; Schroder, 2019). Se ha reportado aumento de la actividad de estos
complejos enzimaticos posterior al ejercicio agudo de alta intensidad en células
musculares esqueléticas (Powers, Nelson, et al., 2011; Alves et al., 2020), y
disminucioén posterior a programas de entrenamiento aerobico (Niess & Simon,
2007; Gomes et al., 2012; Ferreira & Laitano, 2016; de Sousa et al., 2017; Radak
et al., 2017). Las figuras 5 y 6 muestran la composiciéon de estos complejos
enzimaticos, y los factores que participan en la activacion vy, por ende, en la

produccién de RS, respectivamente.
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Figura 5. Composicion de los complejos de enzimas NOX.

Figura extraida de Brandes et al. (2014) (Brandes etal., 201 4-)
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Figura 6. Factores que pueden activar NOX y aumentar las especies reactivas.

Figura extraida de Granger & Kvietys. 2015 (Granger & Kvietys, 2015)

Otro mecanismo involucrado en el desarrollo del ejercicio que puede alterar el
estado redox local es la inflamacion del sistema respiratorio (Bonsignore, Morici, Vignola,
et al., 2003; Bonini & Silvers, 2018). La respuesta inflamatoria es consecuencia de varios
factores, destacando en forma particular el aumento en VE, flujo respiratorio,

deshidratacion del fluido epitelial de la via aérea, hiperosmolaridad local, dilatacién
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bronquial y flujo sanguineo local. Ademas, caracteristicas ambientales del lugar donde se
realice el ejercicio van a exacerbar aun mas este fenomeno; asi, el aire frio y seco (Marek
etal., 2013), altura (Araneda et al., 2005), contaminacion ( Xiong et al., 2011; Cavalcante
De Sa etal., 2016), e inhalacion de irritantes respiratorios (Bougault et al., 2009; Bougault
& Boulet, 2012) han sido factores asociados a la ponderacion de RS e inflamacion del
sistema respiratorio a consecuencia del ejercicio. Cuando esto ocurre, aumenta la
actividad de macrofagos (neutroéfilos y leucocitos) habitualmente presentes tanto en la via
aérea como territorio alveolar, liberando mediadores solubles (citoquinas) y derivados del
acido araquidénico (prostaglandinas y leucotrienos), lo que puede en algunos casos
incluso suprimir la acciéon del sistema inmunolégico y desencadenar estrés oxidativo y
alterar el balance redox local (Bonsignore, Morici, Vignola, et al., 2003; Kippelen et al.,
2018; Lim & Nair, 2018). La figura 7 muestra un esquema de los factores involucrados
en el balance redox respiratorio que pueden verse alterados a consecuencia del ejercicio

fisico y factores ambientales asociados.
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Figura 7. Mecanismos implicados en el dafo oxidativo e inflamacién pulmonar inducida por ejercicio.

En color rojo se aprecian las fuentes de origen de RS y las partes del sistema inflamatorio que no se han
estudiado. XO/XR: xantina oxidasa/deshidrogenasa; NOS: 6xido nitrico sintasa; NOX: NADPH oxidasa;
PELF: fluido de revestimiento del epitelio respiratorio. Figura extraida de Araneda et al. 2016 (Araneda et al.,

2016).
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Dentro de los marcadores mas comunes reportados en la literatura para evaluar
el estado de inflamacion del sistema respiratorio se encuentran:

e pH: La disminucién del pH se relaciona a enfermedades inflamatorias (Horvath
et al., 2005; Knobloch et al., 2008; Papaioannou et al., 2011; Ahmadzai et al.,
2013; de Lima et al., 2013; Aldakheel et al., 2016), pero con resultados diversos
en sujetos sanos. Asi, se ha reportado que el pH de muestras de CAE aumenta
(Riediker & Danuser, 2007), disminuye (Bikov et al., 2014), o no cambia
(Araneda et al., 2014; Tuesta et al., 2016).

e (itoquinas: A nivel respiratorio, estas proteinas son producidas principalmente
por los macroéfagos presentes tanto en el epitelio respiratorio como alveolos. Las
interleuquinas (IL-6) y polimorfonucleares (PMN) son los mas estudiados, con
resultados que dan cuenta del aumento a consecuencia del ejercicio fisico
(Bonsignore, Morici, Riccobono, et al., 2003; Chimenti et al., 2009, 2010;
Kippelen & Anderson, 2012).

e Derivados del 4acido araquidénico: Son producidas como respuesta inflamatoria
e inmunoloégica. Los mas evaluados son las prostaglandinas, tromboxanos, y
leucotrienos. También se ha documentado el aumento en deportistas posterior a

ejercicio fisico (Pucsok et al., 2007; Araneda et al., 2016).

En resumen, el sistema respiratorio aumenta su exposicion al aire ambiental cuando
se realiza ejercicio fisico, incrementando la producciéon de RS. Dependiendo de las
caracteristicas del ejercicio fisico (modalidad, duracién, intensidad, y volumen), y del
ambiente en donde sea realizado (temperatura y humedad ambiental, altura,
contaminaciéon y/o irritantes respiratorios) dependera la producciéon de RS. A esto se
suma la posible inflamacion del sistema respiratorio, con el respectivo impacto sobre la
produccién de RS. Este escenario se contrastara con los antioxidantes respiratorios
(enzimaticos o no) para evaluar el posible estrés oxidativo y su potencial impacto sobre el
balance redox local. La literatura al respecto es variada, y los resultados dependeran de
las caracteristicas de los participantes evaluados (ej. deportista o sedentario o con
enfermedades), del tipo de muestra biologica analizada (ej. esputo inducido, aire espirado,
condensado de aire espirado, lavado broncoalveolar, biopsias, etc.), de las técnicas de
analisis de las especies quimicas reactivas (ej. espectrofotometria, HPLC, etc.), y de las RS

(eJ. oxigeno singulete, anién superoxido, peréxido de hidrégeno, radical hidroxilo, oxido
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nitrico, peroxinitrito, nitrito, nitrato, etc.) y/o parametros inflamatorios a analizar (ej.
IL-6, PMN, Leucocitos, etc.), entre otros elementos.

Esta tesis evalta RS recolectadas en muestras de condensado de aire espirado (CAE),
por lo que a continuacion se detallaran las ventajas y desventajas de las técnicas y los
resultados reportados en la literatura respecto al impacto del ejercicio fisico en deportistas

(respuestas agudas y crénicas).

1.7 Técnicas de recoleccion de muestras respiratorias.

Para evaluar el impacto respiratorio en humanos frente a condiciones posiblemente
daninas como el aumentar el flujo aéreo (ej. ejercicio) en condiciones adversas
ambientales (ej. frio o calor, alta y/o baja humedad relativa), y/o con presencias de
material particulado y/o irritantes respiratorios (ej. cloro y derivados, ozono, azufre) se
han utilizado diferentes métodos invasivos (ej. biopsia pulmonar, fibrobroncoscopia,
lavado broncoalveolar) y otros no invasivos (ej. esputo inducido, aire espirado,
condensado de aire espirado (CAE)) (Horvath et al., 2005, 2017). Una de las principales
ventajas de estos altimos es la posibilidad de obtener varias muestras de un mismo sujeto
y, por tanto, evaluar la progresion del impacto respiratorio, lo que para el estudio de las
RS y parametros inflamatorios de origen respiratorio inducidos por ejercicio en
deportistas es relevante dado que el impacto del ejercicio en sujetos habitualmente
expuestos a este tipo de estimulo puede que no sea identificable en forma temprana o
inmediatamente posterior al ejercicio.

La técnica de CAE es un método no invasivo de muestreo del fluido epitelial de la
via aérea vy territorio alveolar (Ahmadzai et al., 2013). El CAE estd compuesto
principalmente por agua (>99%) y por moléculas que actian como biomarcadores
relacionados a RS y/o procesos de inflamaciéon tanto de origen respiratorio como
sistémicos (Effros et al., 2002). A diferencia del lavado broncoalveolar o esputo inducido,
las muestras de CAE no estan compuestas por células, sin embargo, la concentracién de
los biomarcadores obtenidos st estan directamente influenciados por estas células, con
concentraciones variables en relaciéon al cambio en la composicion y actividad celular
(Horvéth et al., 2005; Dodig & Cepelak, 2013).

La literatura reporta que las RS y parametros inflamatorios mayormente analizados
en muestras de CAE son HyOo, eicosanoides (prostanoides (protaglandinas, protaciclina,

y tromboxano), leucotrienos, isoprostanos), productos relacionados con el NO* (ONOO:-,
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NOy, NOy), citoquinas y factores de crecimiento, aldehidos y sustancias reactivas del
acido tiobarbiturico (TBARs), adenosina, metales de transicion, ADN y miRNA, lactato,
y pH (Horvath et al., 2005; Ahmadzai et al., 2013). Recientemente, Araneda et al (2016)
publicaron una revision sistematica donde se informan los marcadores en CAE que han
sido evaluados en deportistas y/o considerando al ejercicio fisico como estimulo en la
producciéon de RS y/o inflamacion pulmonar, siendo HoOg9, NOyo-, pH, leucotrienos,
interleuquinas, prostaglandinas, tromboxanos, TBARSs, 8-isoprostano, MDA, y lactato
(Araneda et al., 2016); siendo los mas estudiados HoO9, NOy-, y pH, y por tanto, los de

interés en esta tesis.

1.8 RSy parametros inflamatorios en muestras de CAE.

Como se mencioné previamente, el ejercicio fisico afecta el estado redox
respiratorio y puede inducir la formacién de parametros inflamatorios locales. La figura
6 muestra los factores involucrados en este fenéomeno, el cual esta sujeto a las
caracteristicas del ejercicio en si mismo (ej. intensidad, duracién, volumen), de las
condiciones ambientales (ej. temperatura, humedad, altura, contaminaciéon e irritantes
respiratorios), y de las caracteristicas propias del sujeto evaluado, en base a si el estimulo
del ejercicio es considerado como algo “nuevo” o ya se encuentre “habituado”. En
consideracion a la metodologia de los articulos que conforman esta tesis, se detallara las
investigaciones que han evaluado mediante muestras de CAE en deportistas el efecto del
ejercicio, con la finalidad de fundamentar el objetivo de los estudios realizados en virtud
de aquellas preguntas atn sin respuesta en la literatura cientifica actual.

A través del analisis de muestras de CAE, Nowak et al. (2001) evalué el efecto agudo
del ejercicio a intensidad moderada en sujetos sanos que completaron un protocolo de
ejercicio submaximo en cicloergobmetro durante 6 minutos, no encontrando
modificaciones en [H2O9] y [TBARs] (Nowak et al., 2001). En condiciones de
normobaria (670 m) e hipobaria (2160 m), Araneda et al. (2005) evalu6 a ciclistas
competitivos posterior a un ejercicio breve pero maximo, no encontrando cambios en
[H2O2], pero si en [MDA] afirmando que la lipoperoxidacién por ejercicio ocurre en
condiciones de baja disponibilidad de oxigeno (Araneda et al., 2005). Marek et al. (2009),
en sujetos sanos posterior a la realizacién de diferentes ejercicios en cicloergbmetro a
distintas intensidades (60 y 120 vatios) reporté aumento en [HoOq], pero no de pH,

infiriendo que la intensidad a la cual se realiza el esfuerzo es lo que afecta el estado redox
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respiratorio (Marek et al., 2009). Similar aumento en [H20Og] fue reportado previamente
por Mercken et al. (2005) en sujetos sanos posterior a un esfuerzo maximo en
cicloergémetro (Mercken et al., 2005). Posteriormente, Mareck et al. (2013) evalué la
influencia del frio sobre la produccién inducida por ejercicio del mismo pro-oxidante
([H202]) en hombres sanos encontrando un aumento posterior a 50 minutos de ejercicio
de alta intensidad (Marek et al., 2013). En corredores, Araneda et al. (2012) encontrd
aumento en [HoO2] y [NOy] posterior a 21.1 y 42.2 kilometros, junto con asociacién
entre ambas especies respiratorias reactivas. Con la finalidad de afirmar que los cambios
en [NOy] fueron de origen respiratorio, los investigadores evaluaron [NO2] en plasma,
no encontrando diferencias (Araneda et al., 2012). Asimismo, en sujetos sanos no
habituados a correr, Araneda et al. (2014) encontraron aumento en [H2Oq] y [NOg]
posterior a 10 km, sin inducir lipoperoxidacion reflejado en la [MDA] e inflamacién local
(pHcar) (Araneda et al., 2014). Al igual que en el estudio previo, se encontr6 asociacion
directa entre ambos marcadores, y entre sus cambios. Los resultados previos hacen inferir
que, en sujetos sanos no habituados al ejercicio, el estimulo (ej. correr una distancia menor
de 10 km) afecta el estado redox respiratorio, mientras que, en sujetos entrenados, la
alteracién redox ocurre a una mayor distancia. Asi, aparece como interrogante si la VE
total podria estar asociada en esta alteracion. Esto lo demostré Tuesta et al (2016). al
reportar que la duracion del ejercicio (VE total) se relacioné con el aumento en [HoOs] y
[NO2], pero no en el pHcar de sujetos sanos no sedentarios posterior a 90 minutos de
cicloergémetro a intensidad moderada (Tuesta et al., 2016).

De los datos reportados previamente se infiere que el ejercicio fisico, y
especificamente la VE total, desarrollado en condiciones ambientales de temperatura y
humedad en rangos normales, afecta el estado redox tanto en sujetos sanos no entrenados
como en habituados a entrenar, con la diferencia que el estimulo en estos tltimos debe
ser mayor para observar el efecto. Ahora bien, respecto al impacto en marcadores
inflamatorios en muestras de CAE la literatura no es categorica en sus resultados. Asi,
Riedicker et al. (2007) encontraron un aumento en el pHcake en sujetos sanos posterior a
30 minutos de ejercicio de intensidad moderada (60% de FC maxima) (Riediker &
Danuser, 2007); mientras que Pedersen et al. (2009) en nadadores posterior a 45 minutos
de natacién a similar intensidad no encontré cambios (L. Pedersen et al., 2009), al igual
que Bikov et al. (2014) en sujetos sanos, este Gltimo, eso si, encontrd que en pacientes con
asma, es decir, con alteracion previa del estado redox, el ejercicio disminuy6 el pHcar

(Bikov et al., 2014). También se ha estudiado leucotrienos en CAE (ej. [Cys-LTs]), no
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encontrando cambios en sujetos sanos posterior a 6 minutos de correr a alta intensidad
(80-90% de FC maxima) (Bikov et al., 2010), pero si en deportistas no habituados a correr
(¢j. judokas) al realizar esfuerzo méaximo posterior a la evaluacién de VOos-méx. (Pucsok
et al., 2007). La influencia de inhalacién de irritantes respiratorios como el cloro y sus
bioderivados también ha sido estudiado. Si bien Pedersen et al. (2009) y Font-Ribera et
al. (2010) no encontraron cambios (L. Pedersen et al., 2009; Font-Ribera et al., 2010),
Morrisette et al. (2016) describieron aumento en [8-isoprostano] cuando el ejercicio se
realiz6 a mayor intensidad (Morissette et al., 2016). Por otra parte, respecto a las
adaptaciones inducidas por el desarrollo crénico de ejercicio fisico, existe s6lo un reporte
donde no se encontré diferencias entre biatletas y sujetos sanos sedentarios en [HoOg]cak
y [8- isoprostanos|cak posterior a 6 semanas de entrenamiento moderado en altura (2800
msnm). Los investigadores encontraron niveles elevados atn después de vuelta a
normobaria, sosteniendo que mas que el ejercicio, es la condiciéon donde se realiza el
factor que mayormente desencadena los cambios (Heinicke et al., 2009).

Si bien la informacién previa permite aseverar que el ejercicio fisico induce
respuestas agudas que afecta el estado redox e inflamacion respiratoria, segun la revisién
de literatura realizada, no existen reportes en humanos que hayan evaluado en muestras
de CAE antioxidantes respiratorios, por lo que no se puede aseverar ain que este
desbalance redox induce estrés oxidativo. Utilizando el modelo animal si existen
resultados interesantes en este sentido. Asi, en ratas posterior a una hora de ejercicio
agudo de intensidad moderada se encontré aumento en la actividad de las enzimas
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), sin cambios en la glutation peroxidasa
(GSH-Px) (Hatao et al., 2006); hallazgos similares fueron reportados por Lin et al. (2005)
posterior a ejercicio intenso (30 minutos de correr en cinta con 10% inclinaciéon) con
aumento en SOD vy glutatién reductasa (GR), pero sin cambios en CAT y GSH-Px (Lin
et al., 2005). Un tipo de ejercicio habitual en el modelo animal es la natacion, asi en ratas
Reddy et al. (1998) encontraron aumento en SOD vy glutation transferasa (GST), pero en
aquellas que llegaron a la fatiga hubo disminuciéon en GSH-Px (Reddy et al., 1998).
Aumento en CAT en ratas que nadaron 20 minutos (intensidad moderada) fue reportado
por Prigol et al. (2009) (Prigol et al., 2009). Los datos previos nos informan que, en el
modelo animal, la actividad de los antioxidantes enzimaticos cambia dependiendo de las
caracteristicas del ejercicio fisico, aumentando en aquellos de intensidad leve a moderado,

y disminuyendo en los de alta intensidad o que inducen la fatiga.
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También en el modelo animal, los antioxidantes no enzimaticos se han estudiado
en lo respecto a la respuesta frente al desarrollo agudo de ejercicio fisico. En caballos se
ha reportado aumento de acido tdrico después de 50 minutos de ejercicio incremental
(Kirschvink et al., 2010). En ratas, ejercicio de moderada a alta intensidad (75%
VOy-max.) no indujo cambios en el GSH (Lin et al., 2005), y en aquellas que realizaron
ejercicio maximo hasta la fatiga hubo una disminucién de GSH (Al-Hashem, 2012). Es
decir, el comportamiento de los antioxidantes respiratorios no enzimaticos sigue un
patrén de cambios similar a los enzimaticos, en donde las caracteristicas del ejercicio van
a condicionar los cambios, haciendo mas susceptible a estrés oxidativo cuando la
intensidad del ejercicio agudo es alta.

También han sido evaluados los cambios de la actividad antioxidante respiratoria
posterior al entrenamiento fisico, en virtud de evaluar los cambios inducidos por el
desarrollo de ejercicio cronico. En este sentido, Reis Goncalves et al. (2012) encontraron
aumento en la expresiéon de SOD en ratones posterior a 5 semanas de entrenamiento a
intensidad moderada (Reis Gongalves et al., 2012). Hallazgo similar encontr6 Olivo et al.
(2014) posterior a 4 semanas de entrenamiento moderado (Olivo et al., 2014), y Altan et
al. (2009) posterior a 9 semanas de entrenamiento en normobaria, pero no en hipobaria
(3000 msnm) (Altan et al., 2009). También se ha encontrado un aumento en CAT
posterior a 12 semanas de entrenamiento moderado (Da Cunha et al., 2013); y Menegali
et al. (2009) encontraron aumento en SOD y CAT posterior a 8 semanas de natacién
moderada (Menegali et al., 2009). Estos hallazgos sostienen la idea de que el
entrenamiento fisico moderado induce adaptaciones en antioxidantes respiratorios que
protegen posibles alteraciones redox en animales habituados a entrenar que realicen una
prueba o protocolo de ejercicio intenso. Como se coment6 previamente, en humanos no
existen reportes que permitan sustentar el mismo comportamiento, por lo que desarrollar
nuevas investigaciones son necesarias con la finalidad de evaluar ademas de la produccion
de especies reactivas, la capacidad de los antioxidantes en evitar el dafo oxidativo

asociado al desbalance redox respiratorio.
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1.9 Valoracién del trabajo respiratorio (work of breathing, WOB).

En la relacién existente entre ejercicio y produccion de RS y parametros
inflamatorios respiratorios, la literatura muestra asociaciéon directa con la VE total
desarrollada en los protocolos de ejercicio (Araneda et al., 2012, 2014, 2016; Tuesta et
al., 2016). Para movilizar mayor VE durante el ejercicio es necesaria una adecuada
activacion contractil de la musculatura respiratoria (ej. m. diafragma, m. intercostales, etc.).
Asi, el trabajo de la respiracion (work of breathing, WOB) es importante que sea evaluado
objetivamente con el propésito de explorar estrategias ventilatorias que optimicen la VE
frente al mismo estimulo de ejercicio, evitando asi, la posible mayor alteracion del estado
redox respiratorio. Con el objetivo de ampliar las mediciones no invasivas relacionadas al
estudio del efecto del ejercicio fisico sobre el estado redox respiratorio, en esta tesis se
desarroll6 una investigacion relacionada a la confiabilidad de la mediciéon objetiva del
WOB en deportistas mediante dispositivos no invasivos que registran localmente la
saturacion muscular de oxigeno a través del principio de espectroscopia de ondas cercanas
al rango infrarrojo (Near-Infrared Spectroscopy, NIRS). A continuacion, se presenta en forma
resumida el contexto tedrico en el cual se engloba el objetivo de la investigacion.

En reposo, el consumo de oxigeno (VO») asociado a la respiracién en adultos sanos
se estima corresponda al 2% del total (Mortola, 2019), aspecto atribuido esencialmente al
WOB. En ejercicio fisico y como consecuencia del incremento en VE, el WOB aumenta
al 8.8 + 3.3% del VOs-max. en sujetos entrenados (Vella et al., 2006), 10 al 15% en sujetos
fisicamente inactivos (Aaron et al., 1992), y entre el 30 al 45% en pacientes con
enfermedades respiratorias cronicas (ej. EPOC y fibrosis pulmonar) (Bell et al., 1996;
Levison & Cherniack, 1968). El incremento del WOB producto del ejercicio fisico
conlleva mayor entrega de flujo sanguineo y O en la musculatura respiratoria, pudiendo
aminorar la entrega de nutrientes y metabolitos en musculatura locomotora y con ello
causar fatiga e intolerancia al esfuerzo y detencion temprana del ejercicio fisico (Dempsey
et al., 2006; Dominelli et al., 2017).

Con la finalidad de registrar los niveles de Og en el tejido muscular, diversos
dispositivos portatiles se han utilizado en grupos musculares superficiales logrando por
medio de la interpretacion de valores de longitud de onda cercana al rango infrarrojo
(NIRS) valorar la SmO2 de manera sencilla y no invasiva (Boushel et al., 2001; Scheeren
et al.,, 2012). En las ciencias del deporte, la SmO7 principalmente se ha evaluado en

musculatura locomotora (e]. m.vastus laterallis and m. tibialis anterior) (Perrey & Ferrari, 2018)
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con valores adecuados de validez (Mancini et al., 1994) y confiabilidad (Thiel et al., 2011;
Crum et al., 2017), permitiendo ampliar su aplicabilidad a la prescripcion de intensidad
optima de trabajo en programas de rehabilitaciéon y entrenamiento fisico (Iannetta et al.,
2017; Perrey & Ferrari, 2018). Si bien la SmOg2 de musculatura locomotora es una
importante variable a considerar para mejorar el rendimiento fisico del deportista, su
valor puede condicionarse a la demanda energética de la musculatura respiratoria
asociada al WOB durante el esfuerzo fisico (Romer et al., 2006), aspecto que varia entre
diferentes disciplinas deportivas (Power et al., 2012), y patrén ventilatorio desarrollado
por el deportista (Naranjo et al., 2005; Legrand et al., 2007), razén que motiva el interés
de evaluar el comportamiento de SmO2 en musculatura respiratoria durante el ejercicio
fisico. Lo anterior, sumado a que dentro de las variables respiratorias que se han asociado
a cambios en las RS y parametros inflamatorios inducidos por ejercicio se encuentra la
VE, hace necesario contar con mediciones que permitan objetivar el WOB asociado al
incremento en VE para evaluar si el patron ventilatorio adoptado durante el ejercicio
puede estar relacionado con el impacto sobre el balance redox respiratorio (Araneda et
al., 2012, 2014, 2016; Tuesta et al., 2016). Al respecto, existen estudios que han evaluado
la SmO9 en musculos inspiratorios en diferentes condiciones de aumento del WOB tanto
en atletas como pacientes (Kowalchuk et al., 2002; Vogiatzis et al., 2009, 2010; Tanaka
et al., 2018), y si bien las conclusiones son similares en torno a la existencia de
desoxigenacién a medida que aumenta la intensidad de ejercicio, segtn la basqueda de
informacioén realizada no existen estudios que informen del grado de concordancia de los
valores de SmO2 en musculos inspiratorios, aspecto relevante dado la existencia de
heterogeneidad en el patron ventilatorio adquirido durante el ejercicio intra e
inter-sujetos; como tampoco respecto a la asociacion entre el WOB en ejercicio y la
alteraciéon del balance redox y/o inflamacion respiratoria inducida por ejercicio. Por lo
que explorar este ambito resulta interesante en virtud de caracterizar los factores

involucrados en la produccién de RS en deportistas.
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2 Objetivos

La informacién presentada previamente respecto al efecto del ejercicio sobre el
estado redox respiratorio en humanos es consistente en demostrar que el impacto sobre
la produccion de RS dependera de caracteristicas de sujeto de estudio (habituado o no al
ejercicio fisico), ejercicio (tipo, modo, duracion e intensidad), técnica seleccionada para
recolectar las muestras (lavado broncoalveolar, fibrobroncoscopia, esputo inducido, aire
espirado, y condensado de aire espirado), y RS seleccionadas a evaluar (H2O9, NO*, pH,
NOyg-, 8-1soprostanos, MDA, etc.); siendo la mayoria de los estudios en condiciones
ambientales controladas y no causales o relacionadas con el efecto del ejercicio, aspecto
que lamentablemente no representan las condiciones habituales donde se realiza la
practica deportiva. Asi, para evaluar la influencia de ciertas condiciones ambientales
sobre la producciéon inducida por ejercicio de RS y parametros inflamatorios

respiratorios, se han propuesto los siguientes objetivos:
b

2.1 Objetivo 1 (Articulo cientifico 1).

Comparar como deportistas cronicamente expuestos a irritantes respiratorios
(cloro y bioderivados) cambian el estado redox del sistema respiratorio al realizar dos

ejercicios distintos (el acuatico habitual y otro terrestre) de igual duracion e intensidad.

2.2 Objetivo 2 (Articulo cientifico 2).

Determinar la influencia de la humedad relativa sobre los cambios inducidos por

ejercicio fisico en el estado 6xido-reduccion del sistema respiratorio.

2.3 Objetivo 3 (Articulo cientifico 3).

Evaluar la confiabilidad de la valoracion de oxigenacion en musculos respiratorios
(m.intercostales) a través de la medicién no invasiva y portatil durante el ejercicio fisico

maximo en deportistas.

35



3.

Informe de los directores



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Informe de los directores
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4 Publicaciones cientificas.
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Abstract

Purpose The respiratory redox-state of swimmers can be affected by chronic exposures to chlorinated pools, and the effects of
different exercises on it are unknown. Our aim was to compare two exercises performed at high-intensity and under habitual
environmental conditions (swimming indoor vs. running outdoor) on the production of pro-oxidants (hydrogen peroxide
and nitrite) and pH in exhaled breath condensate (EBC) and spirometry parameters in competitive swimmers chronically
exposed to chlorinated pools.

Methods Seventeen men and women (mean age + SD =21 +2 years) swam 3.5 km in an indoor pool treated with Cl, and
after 2-weeks, they ran 10 km outdoors. The pHggc, [HyO5]gpcs [NO;  gpes [INO; ™ 1gp/[INO; ™ Ipjasma and spirometry param-
eters were analyzed pre-exercise and 20 min and 24 h after exercise ended.

Results Two mixed models were applied to compare EBC parameters between swimming and running. Lower levels of
[H,0,]gpc and [NO, Jgge (p=0.008 and p=0.018, respectively) were found 24-h post-swimming, and the same trend was
observed for [NO, |gp/[NO; ™ Ipjasma (?=0.062). Correlations were found in both exercises between pre-exercise levels of
PHgpc, [HyO5lgpe, [INO, " Igpc, and [NO, " lgp/[NO, " Ipjysm, and their changes (A) after 24-h as well as between [H,0,]gpc and
[NO, " Iggc for basal levels and for changes after 24 h. A relationship was also found for running exercise between pulmonary
ventilation and changes after 24 h in [H,0,]gpc. Spirometry data were unaffected in both types of exercise.

Conclusion In competitive swimmers, at 24-h acute post-exercise follow-up, swimming decreased and running increased
pro-oxidant biomarkers of pulmonary origin, without changes in lung function.

Keywords Exercise - Exhaled breath condensate - Oxidative stress - Spirometry.
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Regular physical exercise is essential for maintaining health;
however, it affects the redox state mainly at the muscular level
(Finaud et al. 2006) because it induces fatigue when the meta-
bolic demand affects contractile function (Powers and Jackson
2008). In the respiratory system, the redox state is also altered
due to the increased pulmonary ventilation (Araneda et al.
2012), airway dehydration (Freed and Davis 1999), tempera-
ture and humidity (Marek et al. 2013), altitude (Araneda and
Tuesta 2012) and pollution (Carlisle and Sharp 2001), among

@ Springer
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other factors. Swimming in indoor pools has been beneficial
for patients with asthma, as the warm and humid environment
decreases airway dehydration and exercise-induced bronchos-
pasm (Goodman and Hays 2008). The use of chlorine (Cl,) is
common for maintaining the microbiological quality of the
water. In this regard, the literature has reported lung damage
due to the high concentrations of Cl, and derived by-products
(DBP) (Martin et al. 2003; White and Martin 2010). Likewise,
normal concentrations in swimming pools have been related
to allergic phenomena (Font-Ribera et al. 2011), increased
permeability of the respiratory epithelium (Carbonnelle et al.
2002), increased pro-oxidants (Font-Ribera et al. 2010; Moris-
sette et al. 2016), and inflammation of the airway (Pedersen
et al. 2009). A non-invasive way to study the changes in the
redox state of the airway is to analyse the exhaled breath con-
densate (EBC) (Liang et al. 2012). Thus, our study group has
observed an increase in hydrogen peroxide (H,0,) and malon-
dialdehyde (MDA) using EBC in subjects trained at high alti-
tude (Araneda et al. 2005) as well as in long-distance runners
(21.1 and 42.2 km), adding to the increased pro-oxidants a
tendency towards acidification of the airway (a phenomenon
associated with pulmonary inflammation) (Araneda et al.
2012). Indoor swimming pools have normal concentrations
of Cl, (0.5-2 mg-L_l, free chlorine) (Drobnic et al. 1996), and
few studies have evaluated the impact of physical exercise on
swimmers through EBC. Using this method, Font-Rivera et al.
(2010) did not observe any change in 8-isoprostane (8-Iso-P)
in healthy adults after swimming for 40 min. Nevertheless,
another study reported increases of [8-Iso-P]gp in competi-
tive swimmers after swimming for 105 min at mild-moder-
ate intensity that were inversely associated with changes in
spirometry parameters (Morissette et al. 2016).

In subjects with chronic exposure to respiratory irritants
such as Cl, and DBP, as in the case of competitive swimmers,
the available evidence is not yet categorical on the effect of
exercise on pulmonary redox state. Thus, the aim of this study
was to compare a 3.5-km swim in an indoor chlorine-treated
pool with a 10-km outdoor run on the production of pro-oxi-
dants (hydrogen peroxide and nitrite) and pH in exhaled breath
condensate (EBC) and spirometry parameters in competitive
swimmers chronically exposed to chlorinated pools. Both exer-
cises were performed at high-intensity and under the usual
environmental conditions. The 10-km run exercise protocol
has been previously described by our group and their effect
on the respiratory redox-state has been characterized (Araneda
etal. 2012, 2014).

a Springer

Methods
Participants

Seventeen competitive university swimmers with no history
of asthma or respiratory infection for at least 2 months prior
to measurements were included. Participants did not con-
sume anti-inflammatory drugs, antioxidants, or any other
nutritional supplement (Table 1). All participants were
informed orally and in writing about the study before signing
the informed consent form. The protocol was in accordance
with the principles of the Declaration of Helsinki concern-
ing experimental research on humans, and the study was
approved by the Ethics Committee of the University of Los
Andes (FONDECYT project #11130082 framework).

Protocol

The evaluations included the following: (1) anamnesis
interview about swimming experience (years, training vol-
ume) and presence of post-swimming irritation signs; (2)
anthropometric assessments (Rosscraft™, CA, USA); (3)
determination of maximal oxygen consumption (VO, max)
on a treadmill ergometer (HP Cosmos "™, Traunstein, Ger-
many) to voluntary exhaustion, despite verbal encourage-
ment (respiratory exchange ratio 1.20 +0.05). VO, max
was calculated as the highest 30 s value achieved during the
maximum-effort incremental test and is considered a valid
index of VO, max in subjects exercising to their limit of
exercise tolerance (Day et al. 2003). Respiratory data were
breath-by-breath analysed using open-circuit spirometry and

Table 1 Participant characteristics

Age (year) 21+2
M/F 11/6
Post-swimming irritation signs (n, %) 14-82.3
Rhinitis 7-41.1
Dermatitis 6-35.2
Eye irritation 8-47.0
Cough 5-29.4
Body weight (BW, kg) 69+11
Height (cm) 172249.1
BMI (kg'm™?) 23242.0
Swimming experience (yr) 94+42
Training volume (m-week ™) 16647+ 5711
VO, max (mL-min~") 34524797
Voz max (mL~m'm"'kg") 499+8.9

Other data are reported as the mean+ SD
VO, max was measured in a treadmill test
M/F, male/female
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expressed at STPD conditions (MasterScreen CPX, Jaeger ",
Germany). Before every test, the gas analyser and volume
transducer were calibrated according to the manufacturer’s
instructions. Participants were instructed to avoid strenuous
exercise and alcohol consumption within 24 h before the
test and caffeinated beverages and meals within 3 h before
the test.

To correlate the changes of the EBC parameters with the
exchange of pulmonary ventilation, the total ventilation dur-
ing the race was estimated. Thus, the mean individual heart
rate was used in the field test to extrapolate the minute ven-
tilation obtained in the laboratory maximal test and multiply
it by the total time of the running race.

Subsequently, to reduce exposure to inhalation of Cl, and
DBP, all participants refrained from any training, including
swimming, for 5 days prior to physical testing. Both tests
were performed between 08:00 a.m. and noon, at least 1 h
after intake of a light breakfast. After the physical tests were
completed, participants could only hydrate themselves with
isotonic drinks free of stimulants, antioxidants and/or anti-
inflammatory substances and with their usual diet regime.
The participants were instructed to complete the distances
of both exercises in the shortest possible time, keeping their
heart rate range between 80 and 90% of the maximum theo-
retical value for their age. To ensure that exercises were com-
pleted at this intensity, all participants used a portable heart
rate monitor and could freely see its individual value at any
moment. First, all participants swam 3.5 km in a 25-m long
indoor swimming pool, freestyle crawl (typically, 1 breath
every 2-3 strokes). The environmental and water charac-
teristics of the pool were simultaneously recorded. Water

samples were obtained from different pool points using ster-
ile flasks, immediately stored in liquid nitrogen and subse-
quently at — 80 °C until a further analysis by HPLC was
performed (Waters 1515 isocratic HPLC Pump, Waters 717
plus autosampler, Waters 2487 Dual absorbance detector,
Waters Co., Milford, MA, USA). After a wash-out period of
14 days, including 5 without swimming, the second physical
exercise test was performed consisting of a 10-km outdoor
running in a 1-km circuit. The atmospheric conditions were
simultaneously recorded for the exercise test, and air qual-
ity data were obtained from the MACAM environmental
monitoring network. The environmental conditions of both
exercises are given in Online Resource 1.

In each physical test, three measurement steps were per-
formed: (1) pre-exercise (pre); (2) after 20 min (20 min-
post); and (2) after 24 h (24 h-post). Each measurement stage
was done in laboratory under environmentally controlled
conditions (ambient temperature 20 °C, relative humid-
ity 50%) and consisted of a spirometry test, collection of
exhaled breath condensate (EBC), and a venous blood sam-
ple. Figure 1 shows a scheme of the experimental design.

Immediately after arrival at the laboratory, participants
started the EBC collection, while a medical professional
obtained a blood sample. The time between completing
the exercise test and starting EBC collection was never
less than 20 min. The spirometry test was done immedi-
ately after the end of EBC sample collection. For spirom-
etry testing, a portable spirometer ML3500 model (Care-
fusion™, San Diego, USA) was used, based on criteria
established by the American Thoracic Society (ATS) and
the European Respiratory Society (ERS) (Miller et al.

Fig. 1 Study design scheme Sw|mm|ng Running
3.5km 10 km
(indoor) (outdoor) @

Xo

14 days wash-out

-—>
S days
I w/o swimming I

—>
5 days
w/o swimming I

Anamnesis EBC EBC
Anth'ropomctry Spirometry Spirometry
Vo,max Blood sample Blood sample
Pre Post Post Pre  Post Post
20min  24h 20min  24h
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2005). The reference values from Knudson et al. (1983)
were used to interpret the results (see Table 2).

To obtain EBC samples, the exhaled breath was
cooled and condensed through a previously validated
instrument (Valenzuela and Encina 2009). Participants
remained at rest, wore swimming nose clips, and cleaned
their mouths with distilled water before starting. Right
away, they were asked to breathe at a tidal volume for
approximately 15 min or until obtaining an EBC volume
of 1.5 mL. The equipment used has a saliva receptor to
prevent any contamination with other mediators present in
the mouth. Duplicates were obtained for all EBC samples
and were immediately stored in liquid nitrogen and then
at — 80 °C until further analysis. Approximately 4-5 mL
of venous blood was collected from each participant using
heparinized blood tubes (BD Vacutainer System, Plym-
outh, UK) and through radial vein puncture. Immediately
after each blood sample was collected, centrifugation for
10 min at 3000 rpm was performed to obtain separation
between plasma and cellular components. Duplicates
were obtained for all plasma samples and were stored in
liquid nitrogen and then at — 80 °C until further analysis.

Hydrogen peroxide in EBC

The [H,0,] in EBC was measured using a FOX2 reagent
(Nourooz-Zadeh et al. 1994). This reagent contains Fet?
(250 uM), which in an acidic medium (HC10,4, 110 mM)
is oxidized to Fe*? by the presence of H,0,. The amount
of H,0, is monitored through the reaction between the
ferric ion and the xylenol orange indicator (250 uM).
Sorbitol (100 mM) was added to the original reagent
according to Gay and Gebicki (Gay and Gebicki 2002);
this method has previously been used by our research
group (Araneda et al. 2012, 2014). For measurements,
350 pL of EBC and 150 pL of modified FOX2 were taken,
and then the sample was incubated for 1 h at room tem-
perature and absorbance was read at 560 nm on a micro-
plate spectrophotometer (EPOCH"™, BioTek Instruments,
USA). Three calibration curves were performed for each
measurement group using H,0, (Merck) as a standard.

pHin EBC

The pH was measured using the protocol from Paget-Brown
et al. (2006). One hundred microliters of EBC were bubbled
with argon for 8 min at a flow rate of 350 mL-min~!, and pH
was later measured using a 3 X38 mm (diameter X length)
microelectrode (Cole and Palmer) connected to a pH metre
(Oakton™ Acorn pH 6).

Nitrites in EBC and plasma

The [NO,™] was measured using a spectrophotometric test
based on the Griess reaction (Green et al. 1982). Griess rea-
gent (300 pL; 0.1% naphthylethylenediamine—dihydrochloride,
1% sulphanilamide, 3% H,PO,) was added to 300 uL of EBC
or plasma, previously deproteinized with NaOH/ZnSO,. The
mixture was incubated for 10 min, and absorbance was meas-
ured at 550 nm. Three calibration curves were performed for
each group’s measurements using sodium nitrite (Merck) as
a standard.

Statistical analyses

To evaluate the normal distribution of the data, the Shap-
iro-Wilk test was applied. The values of ambient tempera-
ture, relative humidity, intensity and time for the swimming
and running tests were compared using unpaired Student’s ¢
test. Spirometry values were analysed using the one-way RM
ANOVA test. The parameters measured in EBC and plasma,
given their high intrinsic variability, were analysed using a
linear mixed model for relative values. The mixed model is
a statistical model containing both fixed effects and random
effects. They are particularly useful in settings where repeated
measurements are made on the same statistical units (longi-
tudinal studies) or where measurements are made on clusters
of related statistical units, as in this case. Because of their
advantage in dealing with missing values, mixed effects mod-
els are often the first choice over conventional approaches,
such as RM ANOVA. The trends in the curves for the various
parameters over time were compared for swimming and run-
ning using the mixed model analysis. For this purpose, model
1 was designed as follows:

y=1+p t+ ph-g+ ps-t-g

Table 2 Spirometry parameters

Swimming Running

Pre 0.33h post 24 h post Pre 0.33 hpost  24h post
FEV,, L 429+0.78 444+082 430+0.78 425+0.74 4.38+0.81 4.25+0.70
FVC,L 504+1.05 503+1.01 497+1.00 5.00+1.04 499+095 4.95+0.97
FEV,/FVC, % 86.0+7.5 88.8+6.0 86.8+4.4 85.7+75 88.0+5.8 86.3+5.2
FEFys 5, Ls™!  476+137 524+133 476+1.11 4.64+133 505+133 4.63+1.04

Data are reported as the mean+SD
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t

where “¢” represents time, “g” the exercise performed and
“t - g” their interaction; when this parameter is significant,
the trends between the two tests are different. To include the
times in which potential differences between the physical
tests could be found, an analysis of variance for repeated
measures was integrated. Thus, model 2 was designed as
follows:

y=1+pBt,+ P+ P80+ Ps-8 1
where “t,” and “t;” represent the post-exercise times of
20 min and 24 h, respectively. The variable “g” corresponds
to the type of exercise performed, and the products “g - t,”
and “g - #;” to their interactions.

For the parameters measured in EBC, the average and
the range of intra-day variation coefficients were calculated
from the pre-exercise values of the two physical tests for
any subject. Stata 14.0 statistical software was used for sta-
tistical analysis (Stata Corp., TX, USA). GraphPad Prism 6
software was used for the construction of graphs (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). Statistical significance was
considered for p <0.05.

Results

No differences in environmental temperature (p =0.299) or
relative humidity (p=0.207) were found between the two
tests, and both values were adequate for the development
of physical exercise; in turn, the concentration of free and
combined Cl, in the swimming pool was found to be in the
normal range. When the running took place, the levels of
air pollutants were below the maximum limits according
to the Chilean Air Quality Standards (see Online Resource
1). Both exercises were performed at high intensity, with an
average heart rate (bpm) of 157 +13 (79.3+7.0, % HR,,)
and 165+12 (83.6+5.8, % HR ) for swimming and run-
ning, respectively (p=0.980). No changes in time (seconds)
between the tests (p=0.890) were observed, therefore, the
swimming lasted 3260 + 286 s and the running 3068 +471 s.

In the spirometry measurements (see Table 2), no differ-
ences were found in the swimming test for FEV, (p=0.816),
FVC (p=0.978), FEV,/FVC (p=0.400) or FEF,s_;5
(p=0.459); no differences were found in the running trial for
FEV, (p=0.835), FVC (p=0.987), FEV,/FVC (p=0.566)
or FEF,s_45 (p=0.540).

The average absolute values of pH and pro-oxidants in
EBC showed great variability and tendency towards higher
values in the pre-exercise (pre) stage when participants swam
(see Online Resource 2), so the relative values in relation to
the baseline values were used for the statistical evaluation.
The analysis of the trends using model 1 showed differences
in [H,0,]ggc (p=0.018). Thus, compared to swimming, in
running, an increase was observed that shows a decrease

over time. For [NO, |ggc (p=0.008) and the relationship
between [NO,|gp/[NO,  Ipjasma (P =0.062), the same behav-
iour of the curves was observed (see Fig. 2). No changes in
[NO, Ipjasma @ =0.480) or pHgp (p=0.728) were found.
The comparison between physical test type at the same
measurement stage using model 2 showed higher [H,0,]ggc
24 h after the participants ran (p=0.007). A similar result
(»p=0.017) was found in [NO, ]ggc. In blood, this metabo-
lite did not show any difference based on physical test type.
The relationship between [NO, | /[NO, ™ |pjma sShowed
a tendency to increase in the 24 h post-running stage
(p=0.061). Finally, lower pHggc (p=0.002) was observed
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Fig.2 Analysis of trends in pro-oxidants after a 10-km run (solid
line) or a 3.5-km swim (dashed line) using mixed model 1. a Hydro-
gen peroxide in EBC. b Nitrite anion in EBC. ¢ EBC/plasma nitrite
ratio. The p value represents the difference between the two exercises
tests after 24 h
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in the 20 min post stage after participants swam, with no
subsequent changes.

In both physical tests, correlations were found between
the pre-exercise value and the absolute changes (A) cal-
culated as [24-post]—[pre], for pHggc (r = — 0.58, n=34,
p < 0.001), [HyO,lgge (r = — 0.79, n=34, p < 0.001),
[NO, Jggc (r=—0.74, n=34, p < 0.001), and [NO, Jgg¢
/INO,  Ipjagma (r = — 0.77, n=34, p < 0.001) (see Fig. 3).

Figure 3 shows the correlations between the absolute
values of [HyO,]gpc and [NO, Jgge (r=0.62, =34, p <
0.01) (Fig. 3a) and between A[H,0,]ggc and A[NO, Igge
(r=0.72, n=34, p < 0.01), both in swimming and running
(b). Finally, estimated total ventilation during running was
correlated with A[H,O,]ggc (r=0.53, n=17, p=0.028), as
seen in c. No significant correlations were observed with
A[NO, Jgge (p=0.130) and ApHgye (p=0.170).

Discussion

In this research, competitive swimmers chronically exposed
to chlorine and its derivatives had decreased [H,0,]ggc,
[NO,  Igge, and [NO, 1gp/INO;  Ipjasma after swimming
3.5 km in a chlorinated indoor swimming pool in compari-
son to a similar workload effort of outdoor 10 km running,
with no changes in the pHgg. When the participants ran,
they showed higher values of [H,0,]ggc and [NO, Jgpc in
the 24-h post-running stage and pHgg( in the 20-min post-
running stage when compared to the same times after swim-
ming. Although differences between exercises regarding the
pro-oxidants measured in EBC were found, the spirometry
parameters were not modified.

Outdoor running and pro-oxidants in EBC

The 10 km outdoor running exercise increased [H,O,]gzpc
and [NO, " |ggc, which is a similar finding to that observed
in a previous study conducted on active subjects not accus-
tomed to running (Araneda et al. 2014). H,0, is widely
accepted as a biomarker of inflammatory processes and/or
oxidative stress generated by the combination of O~ radicals
and H* ions, a reaction accelerated by the superoxide dis-
mutase enzyme. At the respiratory level, its potential sources
of origin are pulmonary phagocytes, type II pneumocytes
and airway epithelial cells (Liang et al. 2012). Very little
research has analysed the [H,0, ]z in exercise. Nowak et al.
(2001) found no differences after cycle ergometer exercise
(120 watts X 6 min) in healthy subjects. A similar result was
found after maximal exercise (3 min) in elite cyclists at an
altitude of 670 m (similar to the present study) and 2,160 m
(Araneda et al. 2005). In runners, few data are available in
the literature evaluating [H,O,]gpc, therefore, the findings
of this research are only comparable to previous research in
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Fig.3 Correlations between hydrogen peroxide and nitrites in
exhaled breath condensate contents after a 10-km run (filled circles)
or a 3.5-km swim (hollow circles) in a pre-exercise (pre) values and b
absolute change (A) 24 h after the end of exercise. ¢ The correlation
between estimated total pulmonary ventilation (VE total) and changes
after 24 h (A) in EBC hydrogen peroxide ([H,0,]) content after a
10-km run. The continuous line represents the linear regression equa-
tion for both exercise bouts

our group. In trained long-distance runners, we previously
found an increase after 21.1 and 42.2 km (Araneda et al.
2012) as well as in healthy untrained subjects after 10 km
(Araneda et al. 2014). Increases in this parameter have also
been reported in patients with chronic respiratory diseases,
such as COPD and asthma, pathologies characterized by an
oxidative imbalance at the pulmonary level (Murata et al.
2014).
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NO,™ is a metabolite of nitric oxide (NO), which, given
its stability, can feasibly be measured in exhaled breath
(Liang et al. 2012). During exercise, it participates in
bronchodilation to increase air flow and in vasodilation
to avoid increases in pulmonary artery pressure; also, in
pathological processes, NO,™ alters the redox state by par-
ticipating in inflammatory phenomena (Ricciardolo et al.
2004). To our knowledge, under exercise conditions, this
marker has only been determined in EBC by our research
group, where increases in trained runners after 21.1 and
42.2 km (Araneda et al. 2012) and in healthy untrained
subjects after 10 km (Araneda et al. 2014) were found. To
assess whether [NO, ]z could be perturbed by simulta-
neous increases in plasma, [NO, ™ |pjysma Was also measured
in this study, although no significant changes were found
(see Online Resource 2). This finding suggests that the
alteration of the redox state induced by outdoor running
was a local phenomenon restricted to the pulmonary level,
thus giving reliability to our model of physical exercise as
an oxidant stimulus on the respiratory system.

Although participants were physically active subjects,
they were not accustomed to outdoor running condi-
tions. Thus, environmental variables such as tempera-
ture, relative humidity, and air pollutants could influence
our data. In this regard, although the concentration of
atmospheric contaminants was in the normal range (see
Online Resource 1), previous studies have documented
that inhalation of particulate matter (PM) and respiratory
contaminants commonly present in ambient air (O3, NO,,
S0,, CO) (Carlisle and Sharp 2001), in addition to increas-
ing lung ventilation and changing the respiratory pattern
(from nasal to buccal respiration), produce a deeper res-
piratory penetration of environmental irritants causing
airway inflammation and oxidative stress (Huang et al.
2012) and, thus, decreasing sports performance (Pierson
et al. 1986; Marr and Ely 2010). This phenomenon can
even occur at low concentrations of pollutants (Lima et al.
2013), as was the case with this research. The ambient
temperature and relative humidity could also be related
to the running results. Although no differences in these
parameters regarding swimming were found, the evidence
suggests that a decrease in these variables promotes dehy-
dration of the respiratory tract, which has been associated
with alterations in the redox state at the pulmonary level
(Marek et al. 2013). In addition, an increase in pulmonary
ventilation, and with it a greater renewal of alveolar air,
is another aspect that has been reported to be a stimulant
for the formation of pro-oxidants at the pulmonary level
(Freed and Davis 1999). Thus, the higher lung ventilation
calculated for running in this research was associated with
higher formation of [H,0,]gpc (see Fig. 3(c)), which is a
finding previously described under laboratory conditions
(Tuesta et al. 2016).

Indoor swimming and pro-oxidants in EBC

After swimming to high intensity for 3.5 km in an chlorin-
ated indoor swimming pool (79.3 +7.0, % HR,,), partici-
pants in this study had decreased [H,0, ]z and [NO, ]gpc
(see Fig. 2). These results are novel findings since it is our
understanding that there are no previous studies evaluating
these parameters in swimmers. It may seem paradoxical
that active subjects accustomed to the inhalation of Cl, and
DBP show a decrease in the pro-oxidants measured in EBC,
considering the irritative characteristics of these substances
on the respiratory system that have been described in both
human and animal models (Martin et al. 2003; White and
Martin 2010). However, a possible justification may be a
compensatory higher development of antioxidant defences
(Radak et al. 2008) and/or a lower inflammatory response as
a result of chronic exercise (Walsh et al. 2011), which may
generate a particular response in the redox state. Nor can
it be ruled out that the acute effect of the [Cl,] used in the
swimming pool does not affect the pulmonary redox state
in the long-term.

There are no reports that have evaluated [NO, Jgpc in
swimmers, although data are available on NO metabolites
in samples of fractional exhaled air (FeNO). Bonsignore
et al. (2003) assessed the effects of swimming into an out-
door pool (OP) with low [Cl,], and compared it with open
sea swimming (hypertonic exposure), on airway cells and
FeNO in seven non-asthmatics swimmers which habitually
trained in OP. After swimming in OP, FeNO decreased and
airway neutrophils did not increase; after sea swimming,
FeNO was similar to baseline, associated with a slight
increase in airway. Authors suggest that high-humidity envi-
ronment of swimming in OP may prevent airway cooling,
dehydration, and inflammation. In children exposed to high
concentrations of Cl, in a swimming pool, Bonetto et al.
(2006) found increased FeNO in the acute phase, whereas
the values after two months were normalized. On the other
hand, Carbonnelle et al. (2008) assessed whether an acute
swimming session performed in a chlorine-treated pool
induces lung inflammation as measured by FeNO in eleven
healthy subjects not habitually exposed to chlorine. The
exhaled NO increased 34% after exercise post-swimming
in a non-chlorinated pool and was unaffected in the chlo-
rinated pool. These results suggest that chlorination might
inhibit NO-induced vasodilation observed during swimming
in chlorinated pool. It is necessary to remark that these two
studies used the measurement of fractional exhaled air, and
consequently their results cannot be directly extrapolated to
studies as the present where EBC measurement were done.
Using EBC method, Pedersen et al. (2009) and Font Rib-
era et al. (2010) did not find changes in this parameter in
elite swimmers. Those studies evaluated only the immediate
effect of physical exercise, therefore, it is still unknown what
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happens in later stages in subjects with chronic exposure
to chlorine and DBP. It has been shown that the activity
of the endothelial nitric oxide synthase enzyme (eNOS)
increases after physical exercise (Niess et al. 2000), thus
suggesting the possibility of increases in NO metabolites
at post-stimulus stages. Hence, we included measurement
at the 24-h post-exercise stage in our protocol, expecting to
find an increase in [NO,]gpc. However, decreases in both
[NO, " Iggc and [H,0,]gzpc Were observed.

Our experimental protocol does not allow us to examine
the unique effect of physical exercise in competitive swim-
mers. The literature mentions that inhaled Cl, and DBP react
with the water vapour present in the mucous lining of the
airway, producing hydrochloric acid (HCI) and hypochlor-
ous acid (HOCI) (White and Martin 2010); this chemical
reaction has been observed under in vitro conditions. Since
we also measured these irritants in our experimental model
in vivo, a decrease in [NO, ]gp after swimming could be
expected at the early stages (20 min post-exercise), but this
did not happen in the present study; however, a decrease in
this parameter occurred in the late 24-h post-exercise stage.

We found a decrease in [H,0, | after swimming 3.5 km
in an indoor chlorinated pool. Other authors have proposed
that HOCI can interact with the H,O, present in the airway,
which originates from neutrophils and/or other inflammatory
mediators (Evans 2005; White and Martin 2010), and this
interaction could explain the decrease in this parameter, as
seen in the analysis of trends (see Fig. 2a). According to our
knowledge, there are no previous studies that have measured
this parameter in swimmers, therefore, our findings should
be corroborated with future research. In addition, this com-
parison could be done in triathletes whose due to their exer-
cise regime they train in both environmental conditions.

Correlations of parameters in EBC

When evaluating the EBC parameters of outdoor run-
ning and indoor swimming, a direct correlation was found
between the absolute values of [H,0,]ggc and [NO, e
as well as in the deltas of both markers (see Fig. 4). These
results are similar to those previously reported (Araneda
et al. 2012, 2014), which demonstrates the reproducibility
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Fig.4 Correlations between absolute values of pro-oxidants and pH
in EBC after a 3.5-km swim (hollow circles) or a 10-km run (filled
circles). Pre-exercise values (pre) are on the abscissa, whereas the
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of our exercise and pulmonary inflammation model. A prob-
able explanation of these findings would be a common origin
and/or be a part of common processes.

pH EBC

In this study, pHgg does not show a clear-cut trend in model
1. Long-distance running events (+21.1 km) have shown a
tendency to decrease the pHgp (Araneda et al. 2012). In this
research, when the measurement in the 24 h post-exercise
stage was included, we would have expected a decrease in
the value; however, no changes were found, in accordance
with previous investigations is not accustomed to running
healthy subjects (Araneda et al. 2014). On the other hand,
a small change in pHgp after acute exercise can also be
attributed to the buffering action of the high blood flow in
tight contact with alveolar gas.

Despite the detection of a difference between swimming
and running at 20 min post-exercise in model 2, the inter-
pretation of this finding is difficult because there are no dif-
ferences in the trends analysed by model 1 and because it
does not persist at 24 h post-exercise, which would have
meant compatibility with inflammatory phenomena of the
airway. In addition, for a better understanding of this pro-
cess, the time between the first and second stages of pHggc
measurement should be reduced because this change is likely
transient.

Pulmonary function

The pulmonary function assessment, measured by spirom-
etry, did not detect any significant changes; however, it
showed a tendency to increase close to 3% of FEV in the
20-min post-exercise stage, which was similar between
both exercises (see Table 2). Hence, we did not perform
the mixed model statistical analysis, as for EBC parameters.
‘We consider that the tendency for post-exercise bronchodila-
tion was largely explained, as the swimmers involved were
healthy subjects. Contrary to our expectations, we failed to
demonstrate a relationship between spirometry values and
EBC parameter alterations. It is necessary to note that the
spirometry results only 20 min after the end of exercise may
eventually be affected, and we cannot disregard the possible
influence of dynamic changes in lung biomechanics and vol-
umes during exercise on these measurements.

Limitations

The experimental design of this study does not allow to
identify in an isolated way the effects on respiratory redox
state of each environmental variable under the exercise pro-
tocols were performed. For logistical reasons, it was not
possible to randomize the order of the two tests between all

the participants. On the other hand, exhaled breath conden-
sate analysis have a known variability (Horvéth et al. 2005),
which in addition to the relatively small number of partici-
pants, difficult a more clear-cut interpretation of the results.

Furthermore, study participants have a history of chronic
exposure to chlorine and DBP, which could have triggered
compensatory responses such as induction of antioxidant
enzymes, thus eliciting an enhanced ability to cope with
redox state alterations at the pulmonary level.

Future research

Further studies are needed to know the impact of physi-
cal exercise on the pulmonary redox state in subjects with
chronic exposure to chlorine-treated swimming pools by
evaluating antioxidant defences, analysing induced sputum
samples, and performing new pulmonary function tests to
determine the physiological adjustments on the respira-
tory system elicited by regular indoor swimming. Also, it
could be interesting to replicate this experimental design
in triathletes under their habitual training routine, because
swimming, running, and biking are performed under differ-
ent environmental conditions. More research is necessary to
specifically isolate the covariables present in each particular
environment where the exercises are performed, thus permit-
ting to recognize the influence of each one on the production
of respiratory pro-oxidants during the increment of pulmo-
nary ventilation in exercise.

Conclusions

In competitive swimmers, the EBC analysis shows that after
two different exercises, comparable in duration and intensity
and performed at habitual environment conditions, pro-oxi-
dants decrease when swimming in an indoor chlorine-treated
swimming pool and increase after outdoor running during a
24-h follow-up, with no changes in lung function.
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Abstract

Purpose The aerobic exercise affects the respiratory redox-state. The influence of different relative humidity (RH) levels
on the formation of respiratory reactive chemical species associated with redox-state altered by exercise has been poorly
explored. Our aim was to evaluate the effect of two different RH conditions (40% vs. 90%) on the concentration of hydrogen
peroxide and nitrite in exhaled breath condensate ([H,O,]gzpc and [NO, ]gzpc) and spirometry parameters in recreational
cyclists.

Methods Sixteen men and women (12/4) (mean age + SD: 23.5 +2.2 years) completed 60-min of cycling at 166.3 +26.9 watts
(70% of maximum load of VOz—max. test, 49.3 +7.6 mL-min~!-kg~!) at random 40%-RH and 90%-RH conditions separated
by 7 days. The two-way RM-ANOVA test was applied to compare [H,0,]gpc, [NO, Igge, [INO, lgpc/[INO; ™ Ipjasma at Test
and 80-min post-exercise (80-post); and spirometry parameters at rest, 20-post and 80-post.

Results The interaction of factors (humidity X time) was significant in [HyO,]gpc, [NO> Igges [INOy ™ lerc/INOs  Iptasma
(p=0.005, p=0.030, p=0.043, respectively). At 40%-RH conditions, the same parameters were higher in 80-post than
at rest (» <0.001, p=0.001, p=0.014, respectively). At the same time, the [H,O,]gpc and [NO, |z /[INO;  Ipjasma Were
higher in 40%-RH than 90%-RH (p=0.010, p <0.001, respectively). The interaction was significant in FEV, (p =0.013) and
FEF,5 ;54 (p =0.023), but not in FEV /FVC (p=0.362). At 80-post, the changes are kept in 90%-RH (p <0.001), diminish-
ing in 40%-RH being similar to rest.

Conclusion In recreational cyclists, 90%-RH prevents the increase of hydrogen peroxide and nitrite in exhaled breath con-
densate samples observed at 40%-RH and prolonging the bronchodilation until 80-post cycling exercise.

Keywords Exercise - Humidity - Exhaled breath condensate - Oxidative stress - Bronchodilation
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Introduction

Regular physical exercise favours a better state of health;
however, when performed at high intensities or in adverse
environmental conditions, alters the oxidation—-reduction
state of the internal environment, mainly affecting mus-
cle contraction and thus athletic performance (He et al.
2016). The redox state of the respiratory system can also
be altered as a result of exercise (Araneda et al. 2016),
mainly due to increased lung ventilation (VE) (Tuesta
et al. 2016), dehydration of the airway (Freed and Davis
1999), exposure to hypoxia (Araneda et al. 2005), atmos-
pheric pollution (Carlisle and Sharp 2001), inhalation of
respiratory irritants such as chlorine (Araneda et al. 2018),
and low environmental temperature (Marek et al. 2013),
among other factors. One way to evaluate this phenom-
enon is through the analysis of respiratory reactive chemi-
cal species associated with local redox-state altered by
exercise and mediators of inflammation (hydroperoxides,
nitrites, malondialdehyde, peroxynitrite, leukotrienes,
cytokines, etc.) in exhaled breath condensate (EBC) sam-
ples (Mutlu et al. 2001; Horvith et al. 2005; Davis and
Montpetit 2018), a methodology that has been used pre-
viously and provides noninvasively obtained information
about changes in the respiratory system under different
conditions. The effect of environmental characteristics on
the redox state of lung samples taken in field conditions is
a complex scenario in view of the multiple factors that can
act as respiratory noxa; for this reason, it is necessary to
generate models with environmental variables controlled
under laboratory conditions.

Dehydration of the airway has been proposed as one of
the main factors involved in the genesis of inflammation
and oxidative stress at the respiratory level as a product
of physical exercise (Araneda et al. 2016). Under these
conditions and as a consequence of increased respiratory
flow, the organism is inefficient at saturating with water
vapour and tempering inhaled air, which leads to dehy-
dration of the respiratory epithelium and the release of
local inflammatory factors, generating bronchoconstriction
(Anderson and Kippelen 2005, 2008; Parsons et al. 2013).
Previously, it has been shown that performing exercise in
moist and temperate environments is beneficial, particu-
larly in patients with asthma, decreasing respiratory work
and the energy costs associated with breathing (Goodman
and Hays 2008; Anderson and Kippelen 2012).

Our research group has found an increase in these reac-
tive chemical species after competitive runs of 21.1 and
42.2 km (Araneda et al. 2012), in untrained healthy sub-
jects after 10 km (Araneda et al. 2014), and after 90 min of
cycling (Tuesta et al. 2016). Recently, when comparing the
effect of physical exercise on two different environmental

@ Springer

conditions (swimming indoors vs. running outdoors) in
selected swimmers, higher [H,0,]gzpc and [NO, ]z were
found when comparing running with swimming, with the
different levels of environmental humidity influencing
these results (Araneda et al. 2018). To our knowledge,
there are no previous studies using the EBC methodology
that have evaluated the influence of environmental humid-
ity on the production of respiratory reactive chemical spe-
cies associated with local redox-state altered by exercise in
laboratory conditions. The objective of this study was to
evaluate, in recreational cyclists, the influence of environ-
mental humidity [40% vs. 90% relative humidity (RH)] on
the respiratory production of hydrogen peroxide and nitrite
in samples of EBC induced by physical exercise and to
relate changes with lung function evaluated by spirometry.

Methods
Participants

Sixteen recreational cyclists with no history of asthma or
respiratory infection during the last two weeks prior to the
measurements were included. Participants did not con-
sume anti-inflammatory drugs, antioxidants, or any other
nutritional supplement (see Table 1). All participants were
informed orally and verbally about the study before obtain-
ing a signature acknowledging informed consent. The
experimental protocol considered the ethical principles of
the Declaration of Helsinki regarding research in humans
and was approved by the Ethics Committee of Pontificia
Universidad Cat6lica de Chile (Project No. 180921007).

Table 1 Anthropometric characteristics of participants and their
ergoespirometry variables at maximal intensity of VO, test (n=16)

Age (years) 235+2.2
Sex (female/male) 4/12

Body weight (kg) 68.1+10.4
Height (cm) 172.1+83
BMI (kg:m™2) 228+1.8
BSA (m?) 1.80+0.18
VO, (mL-min~") 3443 +638
VO, (mL-min~'kg!) 49.3+0.6
VE (L-min™") 137.1429.9
Vt (mL) 2651+458
RR (bpm) 5249
Load (W) 240+32

Data are presented as mean + standard deviation

BMI body mass index, BSA body surface area, VO, oxygen consump-
tion, VE lung ventilation, Vr tidal volume, RR respiratory rate, Load
watts
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Protocol

The evaluations performed were as follows: (i) body
anthropometry (weight, height, and body mass index) and
(ii) maximum oxygen consumption (VO,-max.) on a cycle
ergometer (ViaSprint 150P, Ergoline GmbH, Traunstein,
Germany). The protocol consisted of 1 min of rest, 5 min of
warm-up at 40 watts, and a subsequent increase of 20 watts
every 2 min to exhaustion despite verbal stimulus (respira-
tory ratio 1.20 +0.05). The cadence was maintained between
70 and 90 rpm. The VO,-max. was calculated as the high-
est value of the final 30 s of the protocol, which is consid-
ered a valid index of VO,-max. in subjects exercised to the
limit of effort tolerance (Day et al. 2003). Respiratory data
were analysed breath-by-breath using open circuit spirom-
etry and were expressed under standard temperature, pres-
sure and dry (STPD) conditions (MasterScreen CPX, Jae-
ger™, Germany). During the protocol, lung ventilation (V
E), respiratory rate (RR), tidal volume (Vt) and watts were
recorded when reaching VOZ-max., which correspond to the
maximum values reached in these variables (see Table 1).
Before each test, the gas analyser and the volume transducer
were calibrated according to the manufacturer’s instructions.
Participants were instructed to avoid intense and strenuous
exercise, alcohol consumption within 24 h before measure-
ments and caffeinated beverages and foods within 3 h before
the test.

Total lung ventilation (VEtot) was estimated from the
extrapolation of the VE obtained during the VO,-max. test,
using the measured heart rate and multiplying it by the total
exercise time (60 min). In addition, in view of the differ-
ences in sex and anthropometric characteristics of the par-
ticipants, the VEtot was divided by the body surface area
(BSA), according to Mosteller RD (Mosteller 1987).

Ambient humidity and temperature: To control the envi-
ronmental conditions of temperature and RH, an 18 m’(3m
long, 2 m wide, 3 m high) semi-hermetic chamber made
of insulating material (polyester) was constructed on the
PVC structure in which the cycloergometer was installed
(see Supplementary Online Resource 1). A digital sensor
for temperature and RH was installed inside the chamber
(temperature range — 10 to 60 °C, precision + 1 °C, humid-
ity range 10-99%, precision: +4%) (model 445715, Extech
Instruments Corporation, Nashua, NH, USA), allowing con-
tinuous monitoring and recording. The ambient humidity
inside the chamber was regulated by an ultrasonic humidifier
(range 20-100% RH) (model A7147, Boneco Healthy Air
Company, Widnau, Switzerland). To allow air renewal and
maintain a stable ambient temperature, a fan was installed
inside the chamber. During physical exercise, all participants
were evaluated every 5 min for temperature on the forehead
and in the mouth using a dual infrared thermometer (range
— 30 to 350 °C; response time 150 ms) (model IRT600,

Extech Instruments Corporation, Nashua, NH, USA).
The chamber remained inside the Laboratory of Exercise
Physiology [dimensions 400 m* (10 m long, 10 m wide,
4 m high)]. The environmental conditions in the laboratory
remained at 20 °C and 40%-RH during all measurements.

Exercise protocol: Exercise consisted of pedalling at a
rate between 70 and 90 rpm on a stationary bike (ViaSprint
150P, Ergoline GmbH, Traunstein, Germany) for 60 min
and loads corresponding to 70% of the watts reached in
VO,-max. test. All participants were monitored for heart
rate with a portable monitor. Symptoms of dyspnoea and
fatigue of the lower extremities were evaluated using the
modified Borg scale (1982). Both heart rate and symptoms
of dyspnoea and fatigue were recorded throughout the exer-
cise every 5 min. Participants could only hydrate with up
to 1000 mL of water at any time during the protocol and
could not consume food, drugs, or stimulants. Once fin-
ished, they could be hydrated with isotonic water free of
stimulants, antioxidants and/or anti-inflammatory substances
while maintaining the usual diet. The order of participation
in each condition was randomized (www.randomizer.org).
After a wash-out period of no intense physical activity for
7 days, the participants performed the protocol. During the
exercise protocol and posterior evaluations, the participants
breathed ambient air with an inspired oxygen fraction near to
0.21. The oxygen inspiratory pressure was similar between
conditions (40%-RH: 148.27 mm Hg, 90%-RH: 145.92 mm
Hg). Figure 1 shows the study design.

The measurements considered were as follows: (i)
spirometry [rest, 20- and 80-min post-exercise (20-post and
80-post, respectively)] and (ii) Samples of EBC ([H,0, gz,
[NO, ]gge) and venous blood ([NO; ]pjaama) (rest and
80-post). Sampling was performed in the same laboratory
under controlled environmental conditions. Participants
arrived 30 min before the start of the exercise protocol.
Immediately after they arrived at the laboratory, EBC sam-
ple collection began, and a medical professional obtained
the venous blood sample. Immediately after these measure-
ments, spirometry was performed using a portable spirom-
eter (model ML3500, Carefusion™, San Diego, USA).
Established criteria from the European Respiratory Society
(ERS) (Miller et al. 2005) were considered when performing
the exam. The Knudson et al. (1983) reference values were
used to interpret the results.

EBC and venous blood samples: To obtain exhaled air
samples, the exhaled breath was cooled and condensed
through a previously validated instrument (Araneda et al.
2005). Participants remained at rest, used nasal clamps and
washed their mouths with distilled water before starting.
The collection lasted 15 min or until obtaining an EBC vol-
ume of 1.5 ml. Approximately 4-5 ml of venous blood was
drawn from each participant using heparinized blood tubes
(BD Vacutainer System, Plymouth, UK) by radial venous
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puncture. Immediately after obtaining each sample, centrifu-
gation was performed for 10 min at 3000 rpm to separate the
plasma from the cellular components. The EBC and plasma
samples were duplicated and stored in liquid nitrogen and
then at — 80 °C until further analysis. All samples were
obtained between 08:00 and 12:00 h, at least 1 h after con-
suming a light breakfast.

Hydrogen peroxide in EBC: The [H,0,] in EBC was
measured using a FOX2 reagent (Nourooz-Zadeh et al.
1994). This reagent contains Fe*? (250 pM), which in an
acidic medium (HC1O,, 110 mM) is oxidized to Fet? by the
presence of H,0,. The amount of H,0, is monitored through
the reaction between the ferric ion and the xylenol orange
indicator (250 pM). Sorbitol (100 mM) was added to the
original reagent according to Gay and Gebicki (2002); this
method has previously been used by our group (Araneda
etal. 2012, 2014, 2018). For measurements, 350 pL of EBC
and 150 pL of modified FOX2 were taken, and then the
sample was incubated for one hour at room temperature and
absorbance was read at 560 nm on a microplate spectro-
photometer (EPOCH™, BioTek Instruments, USA). Three
calibration curves were performed for each measurement
group using H,0, (Merck) as a standard.

Nitrites in EBC and plasma: The [NO,”] was meas-
ured using a spectrophotometric test based on the Griess
reaction (Green et al. 1982). Griess reagent (300 pL; 0.1%

@ Springer

naphthylethylenediamine—dihydrochloride, 1% sulphanila-
mide, 3% H;PO,) was added to 300 uL of EBC or plasma,
previously deproteinized with NaOH/ZnSO,. The mixture
was incubated for 10 min, and absorbance was measured at
550 nm. Three calibration curves were performed for each
group’s measurements using sodium nitrite (Merck) as a
standard.

Statistical analyses

The normality of the data was evaluated using the Shap-
iro-Wilk test. The variation in the temperature values (air,
forehead, and mouth) and RH while performing the exercise
protocol were analysed using one-way RM-ANOVA. The
comparison of these variables between the different condi-
tions was performed using Student’s z-test for paired sam-
ples. Spirometry and pro-oxidant values measured in EBC
and plasma were analysed using two-way RM-ANOVA,
reporting differences between conditions when the inter-
action of the factors (humidity X time) was significant
(p <0.05). Subsequent multiple comparisons were ana-
lysed using the Tukey post hoc test. The ratio between the
variation in pro-oxidants measured in EBC (A[H,0,] and
A[NO,7]) and total estimated lung ventilation with respect
to the body surface area (VEtot-BSA™!) were compared
between the different environmental humidity conditions
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using Student’s r-test for paired samples. The Pearson cor-
relation test was used to analyse the association between
the [H,0,]gpe and [NO, ]z with their respective varia-
tions and the VEtot-BSA™! with A[H,0,]. Comparison of
symptoms of dyspnoea and fatigue recorded at the end of the
protocol was performed using the Mann—Whitney test. The
statistical software used was GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA). A value of p <0.05 was
considered statistically significant.

Results
RH and environmental temperature

During the protocol, both the RH and temperature (air,
forehead, and mouth) values were stable under both con-
ditions (see Supplementary Online Resource 2). Thus, at
40%-RH, the averages for these variables were 40.6 + 1.6%,
245+1.2 °C, 36.3+0.6 °C, and 35.8+0.4 °C, respec-
tively, while at 90%-RH, the averages were 90.6 +0.6%,
24.9+1.0°C,36.7+0.8 °C, and 35.7+0.7 °C, respectively.
There were no differences between ambient air (p =0.349),
forehead (p=0.187), and mouth (p =0.606) temperatures.

Maximum oxygen consumption and physical
exercise protocol

The average was 49.3 +0.6 mL-min~"kg™! with a maxi-
mum load of 240 + 32 watts, while that for the protocol
was 166.3 +26.9 watts. The heart rate was 165.1+16.6
[83.9+7.8% of maximum theoretical HR (220-age)] at 40%-
RH and 169.0+15.1 (86.0+7.3% of theoretical HR max)
at 90%-RH, with no differences (p =0.287). Dyspnoea at
the end of the exercise was higher at 90%-RH (median 9,
8-9 (min-max) vs. 7, 7-9 at 40%-RH) (p =0.001). There
were no differences in the assessment of lower limb fatigue
(p>0.100) (see Supplementary Online Resource 3).

Lung function

The interaction of factors (humidity X time) was differ-
ent between the two conditions for FEV, (p=0.013) and
FEF,5_ 754 (p=0.023) but not FEV,/FVC (p =0.362).
Thus, the posterior analysis for the time factor showed
that at 40%-RH, FEV, with respect to rest increased at
20-post (4.14 +0.43 vs. 4.33 +£0.54, p <0.001) without
changes at 80-post (4.14 +0.43 vs. 4.21 +0.48; p=0.215).
A similar finding occurred for FEF,5 ;54 [4.07 £ 0.67 at
rest vs. 4.38 +0.84 at 20-post (p =0.010); vs 4.06 +0.72
at 80-post (p>0.990)]. At 90%-RH, FEV, showed higher
values at 20-post (4.10+0.41 vs. 4.23 +0.54; p <0.001)
and 80-post (4.10+0.41 vs. 4.25+0.49; p <0.001).

Similar results occurred for FEF,5 ;54 [4.02 +0.73 at rest
vs. 4.49 +0.89 at 20-post (p <0.001); vs. 4.35+0.83 at
80-post (p=0.004)]. The FEV,/FVC ratio had the same
behaviour in both conditions, with an increase at 20-post
(p=0.004 to 40%-RH, and p <0.001 to 90%-RH) tending
to return to baseline at 80-post.

The comparison between FEV, conditions showed no
differences at rest and at 80-post. At 20-post, there was a
higher value at 40%-RH (p=0.037). For FEF,5 ;54 there
were no differences at rest and at 20-post or at 80-post
(p=0.015). There were no differences in FEV /FVC (see
Fig. 2).

[H,0,] and [NO, ] in EBC and plasma

The humidity X time interaction was different in
[H,0,]gpc (2 =0.005), [NO, Igpe (p=0.030), [NO, Igpc/
[NO; Ipiasma (@ =0.043). At 40%-RH, increments were
observed for the described parameters [0.195+0.100
to 0.347 +0.169 pmol-L~! in [H,0,]gpe (p <0.001);
1.449 +0.470 to 2.058 +0.661 pmol-L™" in [NO, Jppc
(p=0.001); and 0.185+0.125 to 0.236 +0.069 in
[NO, 1ggc/INO,  Ipjasma (? =0.014)], while at 90%-
RH, no differences were observed [0.222 +0.110 to
0.243 +0.124 pmol-L™! in [H,0,]lzzc (p=0.874);
1.543+0.691 to 1.715+0.758 pmol-L~! in [NO, Jggc
(p=0.563); and 0.145+0.072 to 0.150 +0.067 in
[NO, 7 1gpc/INO, Ipjasma (2 =0.976)]. The compari-
son between conditions showed no differences at rest
([H,0,]gpe p=0.785; [NO, Iggc p=0.884; [NO, lgppc/
[NO, lpjasma 2 =0.053), while at 80-post, there were
higher values at 40%-RH for [H,0,]ggc (p=0.010) and
[NO, ™ 1ggc/INO; ™ Ipjasma ? <0.001) and a trend for [NO,™]
esc (@ =0.077) (see Fig. 3).

The VEtot was higher at 90%-RH (5051 +£921 L vs.
4241 +929 L in 40%-RH, p=0.001). The means for
A[H,0,]zp/VEtot-BSA~! and A[NO, Jp/VEtot-BSA™!
were higher at 40% RH (p =0.003, p=0.017, respectively)
(see Fig. 4).

Correlations

[H,0,]ggc was correlated with [NO, Jggc at 40%-
RH (r=0.59, n=32, p<0.001) (Fig. 5a) and 90% RH
(r=0.35, n=32, p=0.046) (Fig. 5b). A[H,0,]gzc Was
also correlated with A[NO, ]gc at 40%-RH (r=0.50,
n=16, p=0.044) (Fig. 5c) but not at 90%-RH (Fig. 5d).
Finally, VEtot-BSA™! was correlated with A[H,0,]pc in
both conditions (40%-RH: r=0.47, n=16, p=0.050; and
in 90%-RH: r=0.65, n=16, p=0.005) (see Supplemen-
tary Online Resource 4).
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Fig.2 Lung function. a FEV, (L) in rest, 20-post, and 80-post-exer-
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comparison intra-condition respect to rest stage. ‘p<0.050: com-
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no significant difference. The interaction between factors (humid-
ity X time) is represented by the p-value

Discussion

The main finding of this research was that under labora-
tory conditions, an hour of intense pedalling by recrea-
tional cyclists increased [H,O,lggc, [INO, Igges [INOy ™ lgpe/
[NO,  Ipjasma at 40%-RH versus 90%-RH, with a general ten-
dency towards bronchodilation, maintained in the condition
of higher humidity.
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The construction of the semi-hermetic isolated chamber
allowed us to study the influence of environmental humid-
ity on the production of these chemical species induced by
physical exercise. The chamber maintained the tempera-
ture of the ambient air, forehead, and mouth within the
normal range and between conditions (see Supplementary
Online Resource 2), aspect condition that is very difficult
to attain outdoors or in uncontrolled environments.
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Changes in lung function

In the two humidity conditions, a physiological bron-
chodilation response to exercise was found in the 20-post
period, which reinforces the adequate health status of the
participants. A relevant finding was that this phenomenon
was maintained at 80-post only under conditions of higher
humidity (FEV,, FEF,s_;s4, FEV,FVC). Among the con-
ditions, differences were found at 80-post for FEF,s 754,
inferring that bronchodilation occurred mainly in the
peripheral airway (see Fig. 2). Similar changes have been
reported in athletes with and without exercise-induced
bronchospasm (Stensrud et al. 2006; Bolger et al. 2011)
and in healthy subjects (Kim and Hyong 2015). One pos-
sible reason is that high humidity prevents dehydration and
hypertonicity of the airway associated with an increase
in VE during exercise (Wolkoff 2018). Another aspect
that could influence these changes is the biomechani-
cal advantage of the respiratory musculature provided
by body position when pedalling (Grappe et al. 1998),
which could favour the bronchodilator effect at 20-post
but not 80-post, as the participants left that position imme-
diately after the protocol, indicating that the prolonged

bronchodilator effect could be attributed to higher envi-
ronmental humidity.

We did not find an association between lung function
variables with [H,0,]gpc, [NO; Igge, and [NO, e/
[NO, ™ Ipjasma; hOWever, we cannot attribute the phenomenon
of bronchodilation exclusively to the production of these
chemical species. It is likely that other variables related
to the symptomatology associated with physical exertion
interact in the respiratory response to exercise. In this study,
dyspnoea was lower in the 40%-RH group, without changes
in muscle fatigue (see Supplementary Online Resource 3).
Dyspnoea, because of its multifactorial origin, can be influ-
enced by environmental humidity conditions (Parshall et al.
2012), causing discomfort associated with difficulty breath-
ing or dyspnoea (Sheel et al. 2011).

Changes at [H,0,] and [NO, ] in EBC and plasma

The increase in [H,0,]gpc, [NO, Igge, and [NO, g/
[NO; Ip1asma described is analogous in tendency and mag-
nitude to other exercise protocols that our group has pre-
viously reported (Araneda et al. 2012, 2014, 2018; Tuesta
et al. 2016). H,0, is a chemical mediator that is related to
inflammatory processes and/or oxidative stress (Araneda
et al. 2016). It is caused by the combination of O~ radicals
and H* ions, and the reaction is accelerated by superox-
ide dismutase. In the respiratory system, its genesis falls
on phagocytes, type II pneumocytes, and epithelial cells of
the airway (Horvath et al. 2005; Araneda et al. 2016). Con-
sidering that H,0, is the major oxidant product of enzyme
xanthine oxidase (XO) (Kelley et al. 2010), another pos-
sible source of [H,0,] in the respiratory system could be
the increment of XO activity which has been seen before in
the pulmonary homogenate of rats after the completion of
vigorous exercise (Lin et al. 2005; Huang et al. 2008). In this
regard, few studies have evaluated changes in [H,0,]gzc and
physical exercise; in healthy subjects, Nowak et al. (2001)
found no changes after six minutes of pedalling at 120 watts.
Araneda et al. (2005) also found no significant changes in
cyclists after three minutes of maximum exercise at 670 m
and 2160 m. Recently, Tuesta et al. (2016) reported an
increase in this chemical species in laboratory conditions in
physically active subjects but only after 90 min of pedalling
at 30% of the load reached in the test.

NO,™ is a metabolite from nitric oxide (NO), which,
given its stability, can be measured in EBC (Horvith et al.
2005). During exercise, it is involved in the bronchodilation
necessary to increase airflow and, in consequence VE; it
is also involved in lung vasodilatation and respiratory epi-
thelial vessels. It has also been implicated in pathological
processes such as airway inflammation, typical of patients
with asthma and COPD (Ricciardolo et al. 2004). Previously,
our group reported an increase in amateur runners after 21.1
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and 42.2 km (Araneda et al. 2012), after 10 km in physi-
cally active subjects (Araneda et al. 2014), after 90 min of
pedalling in a similar population (Tuesta et al. 2016), and in
selected swimmers when running a race outdoors (Araneda
et al. 2018).

A possible source of NO,™ in EBC may be blood
nitric oxide (Ricciardolo et al. 2004); thus, our group has
investigated the relationship between the two parameters
(INO; 1gp/[NO,  Ipjasma) to establish the local origin of
NO,™ detected in exhaled air. We have previously observed
increases in this ratio after a 10 km run (Tuesta et al. 2016;
Araneda et al. 2018). In agreement with the above, our cur-
rent data show a similar trend in the protocol measured
under conditions of lower humidity (see Fig. 3c).
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Another alternative for increasing [NO, ]z could be
in relation to eNOS activity in the pulmonary endothelial
cell, which could be upregulated in response to exercise
and then facilitate the diffusion of NO to the airspace and
the oxidation process (Iring et al. 2019).

Regarding the mechanisms of the changes observed
in these respiratory reactive chemical species measured,
one of the potential sources of its origin, if not the main
source, corresponds to the greater air flow characteristics
during exercise. This would act by decreasing the tem-
perature, generating desiccation and bringing irritating/
contaminating substances to the epithelial lining (Araneda
et al. 2016). Previously, our group found that an increased
VE during exercise is directly associated with absolute
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changes in [H,0,]ggc (Tuesta et al. 2016; Araneda et al.
2018).

The type of exercise (swimming, running, pedalling, etc.),
environmental conditions (altitude, temperature, humidity)
and anthropometric characteristics determine the magnitude
of VE in exercise. Thus, in the current report, we found that
a similar protocol in time and load generated increased dysp-
noea (see Supplementary Online Resource 3) and observed
VE at higher environmental humidity. To study the effect of
environmental and anthropometric differences, we analysed
the correlations between VE-BSA and the absolute changes
of [H,0,]ggc, [NOy Jgges or [NOy Jpc/[NOy Tpisimg find-
ing direct associations for [H,0,]gpc in the two environ-
mental conditions (see Supplementary Online Resource 4).
In addition, the relationship between these factors showed
lower values under conditions of higher humidity, which
supports the idea that when water vapour is higher in the
airway, the pro-oxidative effect of exercise due to increased
VE is lower. To our knowledge, there are no previous reports
where the humidity had a crucial role in the production of
respiratory chemical species induced-by-exercise related
to altered redox-sate. One study in trained divers found
an increase of 8-isoprostane and 8-OH-2-deoxyguanosine
after 15 min of hyperbaric hyperoxic exposure using a
closed-circuit rebreather in warm water, with no changes in
spirometry parameters (Bosco et al. 2018). In this study, the
interaction between high relative humidity (100%), water
temperature (31-32 °C), and oxygen levels of the closed-
circuit rebreather were responsible for increasing in chemi-
cal species associated to lipid and DNA damages. Unfor-
tunately, the influence of exercise was not assessed, and
urine samples were analysed, so the results obtained could
be associated with systemic changes and not exclusive to
the respiratory system, thus making difficult the comparison
with our results.

Limitations

A greater number of women would have allowed a differ-
ential analysis by sex by virtue of the differences in breath-
ing patterns used to increase the physical effort VE. In this
study, there was an association between VEtot and changes
in [H,0,]gpc, and although VE was not directly measured,
a similar association has been previously reported by our
group with direct measurements of VE (Tuesta et al. 2016),
which allows us to confirm some reproducibility in the phe-
nomenon. Finally, we also did not evaluate the degree of
moisture in the respiratory epithelium or the factors that
could have affected its hydration (changes in body fluids and
air flow to the different lung regions), thus helping to sustain
the dehydrating effect of the increase in VE as a mechanistic

source of the production of the respiratory reactive chemical
species measured in this study.

Conclusions

In recreational cyclists, high environmental humidity pre-
vents the respiratory production of hydrogen peroxide and
nitrite induced by intense physical exercise, preserving bron-
chodilation even 80 min after the end of effort.
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ABSTRACT

This study assessed the intra-individual reliability of oxygen saturation in intercostal muscles (SmO,-m.
intercostales) during an incremental maximal treadmill exercise by using portable NIRS devices in a test-
retest study. Fifteen marathon runners (age, 24.9 + 2.0 years; body mass index, 21.6 + 2.3 kg-m~; VO,-
peak, 63.7 + 5.9 mLkg~"-min~") were tested on two separate days, with a 7-day interval between the
two measurements. Oxygen consumption (VO,) was assessed using the breath-by-breath method
during the VO,-test, while SmO, was determined using a portable commercial device, based in the
near-infrared spectroscopy (NIRS) principle. The minute ventilation (VE), respiratory rate (RR), and tidal
volume (Vt) were also monitored during the cardiopulmonary exercise test. For the SmO,-m.intercos-
tales, the intraclass correlation coefficient (ICC) at rest, first (VT1) and second ventilatory (VT2) thresh-
olds, and maximal stages were 0.90, 0.84, 0.92, and 0.93, respectively; the confidence intervals ranged
from —10.8% - +9.5% to —15.3% - +12.5%. The reliability was good at low intensity (rest and VT1) and
excellent at high intensity (VT2 and max). The Spearman correlation test revealed (p < 0.001) an inverse
association of SmO,-m.intercostales with VO, (p = —0.64), VE (p = —0.73), RR (o = -0.70), and Vt
(p = —0.63). The relationship with the ventilatory variables showed that increased breathing effort
during exercise could be registered adequately using a NIRS portable device.
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Introduction been evaluated in locomotor musculature (e.g. musculi vastus
laterallis and m. tibialis anterior) (Perrey & Ferrari, 2018), with ade-
quate values for validity (Mancini et al., 1994) and reliability (Crum,
O'Connor, Van Loo, Valckx, & Stannard, 2017; Thiel, Vogt,
Himmelreich, Hiibscher, & Banzer, 2011), making it possible to
expand its range of applicability to include prescribing the optimal
intensity of work in rehabilitation and physical training pro-
grammes (lannetta, Qahtani, Mattioni, & Murias, 2017; Perrey &
Ferrari, 2018). Although the SmO, of locomotor muscles is an
important variable to consider to improve the physical perfor-
mance of the athlete, its value can be conditioned to the energy
demand of the respiratory muscles associated with WOB during
physical effort (Romer, Lovering, Haverkamp, Pegelow, &
Dempsey, 2006), an aspect that varies among different disciplines
and sports (Power, Handrigan, & Basset, 2012), and by the ventila-
tory pattern characteristic of the athlete (Legrand et al, 2007;
Naranjo, Centeno, Galiano, & Beaus, 2005). These aspects motivate
the interest in assessing SmO, in respiratory muscles during phy-
sical exercise. In this regard, studies have evaluated SmO, in
inspiratory muscles under different conditions of increased WOB
in both athletes and patients (Kowalchuk, Rossiter, Ward, & Whipp,
2002; Tanaka et al,, 2018; Vogiatzis et al.,, 2010, 2009). Although the
conclusions are similar regarding the existence of deoxygenation
as the intensity of exercise increases, to our knowledge, no studies

At rest, the oxygen consumption (\702) associated with respira-
tion in healthy adults is estimated to be 2% of the total
oxygen requirement (Mortola, 2019), an aspect attributed
essentially to the contraction of the respiratory muscles
(work of breathing [WOB]). In physical exercise, owing to
increased minute ventilation (VE), the WOB increased to 8.8%
+3.3% of VO,-peak in trained subjects (Vella, Marks, & Robergs,
2006), 10-15% in physically inactive subjects (Aaron, Johnson,
Seow, & Dempsey, 1992), and 30-45% in patients with chronic
respiratory diseases (e.g. COPD and pulmonary fibrosis) (Bell,
Saunders, Elborn, & Shale, 1996; Levison & Cherniack, 1968).
Increased WOB product of physical exercise entails greater
blood flow and O, delivery to the respiratory musculature;
thus shorting nutrient and metabolites delivery to the loco-
motor muscles, thereby causing fatigue and intolerance to
effort and early arrest of physical exercise (Dempsey, Romer,
Rodman, Miller, & Smith, 2006; Dominelli et al., 2017).

To record the O, levels in muscle tissue, various portable near-
infrared spectroscopy (NIRS) devices have been used in superficial
muscle groups to attain the optical changes at different wave-
lengths for the assessment of muscular oxygen saturation (SmO,)
in a simple and non-invasive way (Boushel et al.,, 2001; Scheeren,
Schober, & Schwarte, 2012). In sport sciences, SmO, has mainly
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have reported the degree of agreement of values. This is a relevant
aspect given the existence of heterogeneity in the acquired venti-
lation pattern during intra- and inter-subject exercise (Nicolo,
Girardi, Bazzucchi, Felici, & Sacchetti, 2018). Thus, the main objec-
tive of this study was to determine the reliability of SmO, in
intercostal muscles (SmO,-m. intercostales) during a maximal incre-
mental exercise in long-distance runners using a test-retest design.
As a secondary objective, we examined the associations of SmO,
-m. intercostales with VO, VE, RR, and Vit to determine the extent of
WOB as a performance limiting factor due to its increase with the
different ventilatory patterns developed during physical exercise.

Material and methods
Participants

Fifteen male marathon runners (age, 24.9 + 2.0 years; height,
173.7 £ 6.2 cm; weight, 65.2 + 6.2 kg; body mass index [BMI],
21.6 + 2.3 kgm™2) without a history of systemic problems,
such as respiratory, cardiovascular, metabolic, musculoskeletal,
or neoplastic diseases, or any infectious or inflammatory pro-
cess, for at least 2 weeks prior to the measurements were
recruited for the study. The participants did not consume
drugs, antioxidants, or any nutritional support. All were
informed orally and in writing about the study before signing
the informed consent form. This study was approved by the
ethics committee of the Pontificia Universidad Catdlica de
Chilli, with project n° 180305007, in observance of the
Declaration of Helsinki on experimentation in humans beings
and in accordance with the ethical standards suggested by
Harris et al. (Harriss, Macsween, & Atkinson, 2017).

The participants did not vary in terms of the level of
physical training, and nutritional or sleeping habit during the
period between the two measurements. For the participants
to exert the same level of physical effort in the measurements,
they were blinded to the results until after the second mea-
surement was completed.

Test procedure

To establish the test-retest replicability of the variables SmO,,
VO,, VE, RR, and Vt, the evaluation procedures described
below were repeated by each subject with seven days of
separation between the two tests, under the same environ-
mental laboratory conditions (ambient temperature, 22°C + 2°
G; relative humidity, 40%+2%) and hourly range (9:00 a.m. to
2:00 p.m.).

All the participants were instructed not to perform physical
activity for 24 hr prior to the day of measurement and to avoid
intakes of alcohol, caffeine, or other stimulants and food for at
least 3 h before.

On the two days of measurement, peak oxygen consump-
tion (VOz-peak) was measured on a treadmill ergometer (HP
Cosmos, Traunstein, Germany) in an incremental exercise until
voluntary exhaustion, despite oral breathing (respiratory quo-
tient, 1.20 + 0.05).

The exercise protocol consisted of a 3-min rest, 5-min
warm-up (8 km:hr™"), and subsequent increase of 2 km-hr™'
every 150 s, until all criteria for stopping the test were met

(Taylor, Buskirk, & Henschel, 1955). Heart rate, pulse saturation,
and ventilatory variables (VE, RR, and Vt, respectively) were
continually recorded. The subjective sensation of physical
effort was evaluated seconds before the end of each phase
(Borg, 1982).

Measurement of SmO,

During incremental tests, muscle oxygen saturation (SmO,)
was non-invasively evaluated using the Moxy (Fortiori Design
LLC, Minnesota, USA), which emits light waves close to the
infrared range (NIRS, 630-850 nm) from diodes to the sur-
rounding tissue. It records the amount of light that returns
to two detectors positioned 12.5 and 25 mm from the source,
thus locally recording the blood flow and oxygenation
through the interpretation of the total haemoglobin level in
muscle capillaries (THb). The light penetration depth is half the
distance between the emitting source and the detector
(Austin et al., 2005).

The SmO, levels of respiratory musculature correspond to
the recorded values of muscular oxygenation of m. intercostales.
Thus, a Moxy device was located in the seventh intercostal
space of the anterior axillary line of the right hemi-thorax, in
accordance with previous research protocols (Vogiatzis et al.,
2010, 2009) (Figure 1(a)). To report the SmO, reliability values of
locomotor muscles (m. vastus laterallis) during treadmill exercise
and to supplement scientific information regarding published
data obtained using cycle ergometry, a second Moxy device
was placed 5 cm lateral to the midpoint of the imaginary line
between the upper edge of the patella and the greater tro-
chanter of the femur (Figure 1(b)), a position similar to that
used in previous studies which used cycle ergometer exercise
(Crum et al.,, 2017; Thiel et al., 2011; Vogiatzis et al., 2011) and
we consider as representative of oxygenation in locomotor
muscles.

The devices were attached to the skin, using the material
suggested by the manufacturer, in addition to extra fixation
with a cohesive band on the surroundings of the measure-
ment zone, avoiding excessive compression, which could alter
the SmO, record.

Ergospirometry

Ventilatory data (VO,, VE, RR, and Vt) were obtained using the
breath-by-breath method during the incremental exercise tests
for the individual evaluation of maximum oxygen consump-
tion capacity and expressed under standard temperature and
pressure dry conditions (MasterScreen CPX Jaeger, Germany).
Before each test, the gas analyser and volume transducer were
calibrated according to the manufacturer’s instructions.

Data analysis

For the adequate collection of information, the start of regis-
tration of the variables obtained using the ergospirometer and
the SmO, device were synchronised. Thus, each subject in
standing position had an initial record of 90 s, followed by
180 s corresponding to the rest phase. For the data analysis,
the ventilatory threshold phases 1 (VT1) and 2 (VT2) and VO,-
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Figure 1. Positions of the muscle oximetry NIRS devices: (a) thorax (m. intercostales) and (b) locomotor (m. vastus laterallis).

peak were selected. The thresholds were determined by two
experienced and blinded evaluators. VT1 was the initial depar-
ture from VE linearity, the beginning of a systematic increase
in the ventilatory equivalent of O, (VEVO,™") and the pressure
value of O, (Pet-O,). VT2 was the secondary increase in VE,
VEVO,™", a marked increase in the ventilatory equivalent of
CO, (VEVCO,™") and a decrease in the pressure value at the
end of CO, expiration (Pet-CO,) during exercise, above VT1. In
case of a discrepancy between the evaluators, the opinion of
an experienced third blinded evaluator was possible, accept-
ing as the definitive criterion that point at which at least 2
evaluators agreed. In this study, none of the cases showed
differences between the evaluators.

The maximum value reached in the test was identified as the
VO,-peak phase, considered as the highest value obtained in the
last 30 s during the incremental test of maximum effort. For the
statistical analysis, the values of the variables of interest corre-
sponded to the average of the last 30 s of the rest phases, namely
VT1, VT2, and VO,-peak.

Statistical analysis

To determine replicability, the intraclass correlation coefficient
(ICC) and limits of agreement were used in accordance with
the analysis proposed by Bland and Altman (Bland & Altman,
1986; Giavarina, 2015; Koo & Li, 2016). ICC is considered low at
values <0.5, moderate between 0.5 and 0.75, good between
0.76 and 0.9, and excellent at values >0.9 (Koo & Li, 2016).

To assess whether the results differed between measurements
1 (test) and 2 (retest), confidence intervals (95% Cl) were calculated
to determine the averages of the means of the differences of all the
variables evaluated. The interpretation considered no differences
when the null value was within the confidence interval. The sig-
nificance level for all the variables was p < 0.05. The statistical
software used was STATA version 14.0 (StatsCorp, Texas, USA).

Using the GraphPad Prism 7 software, the Spearman rank
correlation test was used to analyse the relationship among the
maximum changes of the ventilatory variables VE, RR, and Vt and
the differences in SmO,-m. intercostales. The value used to objec-
tify a relationship between the differences in the variables was
p < 0.05.

Results
Reliability

The values (mean + standard deviation) of SmO; in test and
retest (m. intercostales and m. vastus laterallis), and VO,, VE, RR,
and Vt in the phases analysed (rest, VT1, VT2, and maximal) are
shown in Table 1. The ICC ranged from 0.84 to 0.93 for SmO,
-m. intercostales, from 0.95 to 0.97 for SmO,-m. vastus laterallis,
from 0.97 to 0.99 for VO,, from 0.84 to 0.94 for VE, from 0.70 to
0.94 for RR, and from 0.83 to 0.92 for Vt, with VT1 being the
phase with lower ICC and greater variability. The limits of
agreement in SmO,-m. intercostales VE and RR are wider as
the intensity of exercise increased. No relevant findings were
observed for the other variables (Table 1).

The average of the relative differences between the two mea-
surements (test and retest) is shown in Table 2. No significant
differences were found between the measurements, with the
null value within the proposed confidence interval (95%).

Correlations

The associations of SmO,-m. intercostales and SmO,-m. vastus
laterallis with VOx-peak, VE, RR, and Vt were analysed using the
Spearman correlation coefficient, considering the average
between the test and retest measurements. Thus, SmO,
-m. intercostales positively correlated with SmO,-m. vastus laterallis
(o = 0.73; p < 0.001) but negatively correlated with VO,-peak
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Table 1. Test-retest values (mean + standard deviation), intraclass coefficient correlation (ICC), and limits of agreement for physiological variables during incremental
treadmill exercise.

ICC
Test Retest R (95% ClI) Limits of agreement

SmO,-m.intercostales, (%)

rest 69.3 + 115 704 £ 111 0.90 (0.73 - 0.97) -10.8; +9.5

V11 63.2 + 104 620+ 113 0.84 (0.59 - 0.94) -11.3; 4135

V12 510+ 174 49.6 + 16.4 092 (0.80 - 0.98) -11.3; 4141

max 288 +17.0 30.2 + 189 0.93 (0.79 - 0.97) -15.3; +12.5
SmO,-m.vastus laterallis, (%)

rest 64.0 + 10.5 63.7 £ 10.7 0.95 (0.85- 0.98) -6.2; +7.0

V11 495 + 95 49.0 + 106 097 (0.90- 0.98) -4.5; +5.6

VT2 356 +£ 105 355+ 108 0.95 (0.86 — 0.98) -6.5; +6.8

max 192+79 192+75 0.95 (0.86 — 0.98) -4.8; +4.9
VO,, (mLkg™"min~")

rest 6.5+ 0.7 6.6 + 06 097 (0.92 - 0.98) -0.3; 403

V11 33.0+29 328 +29 097 (0.94 - 0.99) -0.9; +13

VT2 539 + 42 54.2 + 42 099 (0.98 - 0.99) -1.1; 407

max 633 +£59 64.0 + 6.0 099 (0.98- 0.99) -0.8; +0.7
VE, (L'min™")

rest 100 + 24 96 + 23 0.84 (0.60 — 0.94) -2.4; +3.1

V11 444 +73 452 + 9.1 0.85 (061 — 0.94) -9.9; +84

VT2 102.8 + 143 101.6 + 16.2 0.89 (0.72 - 0.96) -12.8; +15.2

max 161.7 + 20.9 159.7 + 194 0.94 (0.82 - 0.98) -18.1; +223
RR, (bpm)

rest 133+24 127 £ 21 0.70 (034 - 0.88) -2.8; +3.9

V11 266 + 5.9 27.0 + 63 093 (0.81 - 0.98) -4.9; +4.0

VT2 435 + 6.3 440 * 6.3 095 (0.87 - 0.98) -4.2; +3.3

max 61.9 + 6.6 62.0 + 6.3 0.94 (0.82 - 0.97) -4.7; +4.8
vt, (L)

rest 0.76 + 0.17 0.77 £ 0.18 083 (0.56 — 0.94) -0.20; +0.22

V11 1.70 £ 033 1.70 £ 0.31 0.89 (0.72 - 0.96) -0.29; +0.30

V12 2.38 + 0.30 232+ 034 0.87 (0.67 - 0.96) -0.25; +0.37

max 262 + 033 2.59 + 034 0.92 (0.79 - 0.97) -0.22; +0.29

SmO,: muscle oxygen saturation; VO,: oxygen consumption; VE: minute ventilation; RR: respiratory rate; Vt: tidal volume

Table 2. Average test-retest differences of physiological variables measured.

Average test-retest differences

mean (95% ClI)
SmO,-m. intercostales (%)
rest -0.8 (-3.7 - 2.0)
V11 1.1 (-24 - 46)
VT2 14 (-22 -5.0)
max -14 (-53 -25)
SmO,-m.vastus laterallis (%)
VT1 0.6 (-0.8 - 2.0
VT2 0.1 (-1.8 -20)
max 0.1 (-14-14)
VO, (mLkg ™ "-min™")
rest 0.1 (-0.1-10.2)
V11 0.2 (-0-1 - 0.5)
V12 -0.2 (-04 -0.1)
max -0.1 (-03-0.1)
VE (L'min™")
rest 0.4 (-03-12)
V11 -1.0 (-35-14)
VT2 14 (-25-54)
max 21 (-36-79)
RR (bpm)
rest 0.5 (-04 - 1.5)
V11 04 (-1.7 - 0.8)
VT2 -05 (-15 - 0.6)
max 0.1 (-13-14)
Ve (L)
rest 0.0 (-01-0.1)
VT1 0.0 (-0.1-10.1)
VT2 0.0 (-0.1 - 0.1)
max 0.0 (-0.1 - 0.1)

SmO,: muscle oxygen saturation; VO2: oxygen consumption; VE: minute ventilation; RR: respiratory rate;
Vt: tidal volume.
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Figure 2. Correlation of SmO,-m. intercostales to (a) VO, (oxygen consumption), (b) SmO,-m. vastus laterallis, (c) VE (minute ventilation), (d) RR (respiratory rate), and

(e) Vt (tidal volume).

(0 = —-0.64), VE (p = -0.73), RR (p = -0.70), and Vt (o = —0.63); see
Figure 2.

Discussion

This investigation determined the reproducibility and variability
of muscle oxygenation (SmO,) in the m. intercostales, m. vastus
laterallis, oxygen consumption (VO,), and ventilatory variables
(VE, RR, and Vt) at different intensities of physical exercise (rest,
VT1, VT2, and maximal) among marathon runners. The main
finding regarding reliability was good to excellent for SmO,
-m. intercostales, VE, and Vt; excellent for SmO,-m. vastus later-
allis and VO,; and moderate to excellent for RR. Thus, the varia-
bility of the measurements decreased as the exercise intensity
and respiratory muscle work increased.

According to our knowledge, this is the first study to report
oxygenation reliability data in respiratory muscles, both at rest
and in physical exercise, and to catalogue ICC values as good
in the resting phase and VT1, and excellent in the VT2 and
maximal phases. This was also reflected in the breadth of the
agreement limits (Table 1). The absence of a difference
between the test and retest measurements was examined
for the average value of the differences between the measure-
ments, where the interval of SmO,-m. intercostales included

the null value. These results confer upon this evaluation the
usefulness of estimating the WOB associated with habitual
areas of physical training (VT1, VT2, and maximal), thus giving
us a new tool to facilitate the objective prescription of exercise
intensity. This was previously investigated in children by
Moalla, et al. (Moalla, Dupont, Berthoin, & Ahmaidi, 2005),
who reported the feasibility of identifying the ventilatory
threshold by ventilatory variables (V-slope method) and/or
changes in SmO,-m. intercostales (r = 0.87-0.94). However,
this is difficult to extrapolate to adults owing to factors such
as high biological variability of cardio-ventilatory responses
during physical exercise in a non-steady state (Power et al.,
2012), mode or type of physical exercise performed (Kennedy
et al., 2006), decreased muscle perfusion as a consequence of
muscular contractions (Kataya-ma, Yoshitake, Watanabe,
Akima, & Ishida, 2010), loss of SmO; signal due to differences
in the position and/or magnitude of adipose tissue at the
position of the device (van Beekvelt, Borghuis, van Engelen,
Wevers, & Colier, 2001), and lack of information regarding the
degree of concordance of SmO, in the respiratory muscula-
ture. These aspects provide SmO, in the respiratory muscula-
ture an open field to explore exercise sciences, reinforcing the
need to discover reliability values for the reproducibility of the
evaluation protocols used.
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SmO,-m. intercostales is inversely associated with VO,, VE,
RR, and Vt, reinforcing the idea that the greater WOB during
high intensity physical effort can be a limiting factor to con-
sider. Further studies are required to determine if different
ventilatory patterns have different impacts on the behaviour
of respiratory muscle deoxygenation to subsequently evaluate
changes because of respiratory training.

This investigation evaluated the reliability of ventilatory
variables while athletes performed treadmill exercise, reveal-
ing greater data variability in the resting phase, mainly in RR,
which improved to excellent as the exercise intensity increased
(VO,; Table 1). In theory, running could cause greater varia-
bility of the evaluated data because unlike pedalling, where
stability in the upper limbs on the handlebar and minute
ventilation are attained mainly at the expense of the increase
in tidal volume, running causes high RR values, and the upper
limbs constantly oscillate, modifying the biomechanics of the
excursion of the thorax (Power et al., 2012). This aspect may
have interfered with the recording and collection of informa-
tion from SmO,-m. intercostales, which fortunately did not
occur in our study, considering that the reliability of SmO,
increased with the intensity of exercise. This could be attrib-
uted to the fact that the participants were experienced mar-
athoners, with high VO,-peak (Table 1). The attachment
methods of the portable NIRS devices recommended by the
manufacturer may have been another factor.

Regarding the statistical method used for ICC, the evidence
is divergent regarding its use in reliability studies because
although some authors mentioned its strengths (Koo & Li,
2016), others reported weaknesses due to shortcomings in
the agreement values reported (Atkinson & Nevill, 1998). This
was the reason for performing the Bland-Altman analysis to
complement the reliability analysis when delivering agree-
ment limits (Table 1). Moreover, the analysis of the mean of
the differences (Table 2) revealed that the null value of all the
evaluated variables is considered to be within the confidence
interval, confirming that both measurements (test and retest)
did not present significant differences.

One limitation of our study was the non-measurement of
adipose tissue at the positioning sites of the portable NIRS
devices. In this regard, the literature reports that greater adi-
pose tissue affects the penetration of light from the source
and thus the recording of data obtained by devices that use
NIRS (Turner et al., 2013). In the case of Moxy, the penetration
is maintained at approximately 2 cm (Austin et al., 2005; Crum
et al, 2017), an aspect that allowed the non-presence of
artefacts in the evaluation of respiratory musculature in the
athletes of this study, given their low fat composition, as
reflected in their BMI (21.6 + 2.3 kg:-m™). In future studies, it
would be relevant to consider adipose tissue thickness, mea-
sured using a calliper, ultrasonography, or other methods, to
assess the maximum thickness of the respiratory muscle and
thus obtain adequate information. Another limitation is inher-
ent to the repetitiveness of any maximal test carried until the
subject’s exhaustion. Although the volitional component in
the cessation of exercise is not very controllable, we have
assured, by means of the control of other physiological para-
meters, that a similar VOz-peak has been reached in both trials
(Poole & Jones, 2017).

In summary, from the data obtained in this study, we conclude
that the reliability of SmO, for the m. intercostales of the marathon
runners who performed incremental physical exercise on
a treadmill was good at low intensity and excellent at higher
intensity. In addition, SmO,-m. intercostales was inversely asso-
ciated with minute ventilation, respiratory rate, and tidal volume.
The use of NIRS in respiratory muscles as a novel way to quantify
the WOB associated with physical exertion has been examined.
From this perspective, it is interesting to investigate deoxygena-
tion behaviour with different ventilatory patterns developed in
physical exercise and its possible modification by respiratory mus-
culature training in the clinical and sports fields.
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5 Discusion general

La literatura cientifica relacionada al estudio del ejercicio fisico y su efecto
oxidativo es categorica en sostener que el dano inducido dependera de factores
relacionados a caracteristicas del ejercicio en si mismo (tiempo, intensidad, cantidad o
volumen), de los sujetos que lo realizan (sedentarios, fisicamente activos, deportistas
competitivos o elite), y de las condiciones ambientales en las cuales se desarrolle (altura,
frio o calor, alta o baja humedad ambiental, presencia o no de contaminacion e irritantes
respiratorios, entre los mas relevantes) ( Jackson, 2005; Finaud et al., 2006; Gomes et al.,
2012; He et al., 2016; Magherini et al., 2019). Al respecto, si bien los efectos dafiinos a
raiz de la alteracion del estado redox inducido por ejercicio se ha estudiado
principalmente en el sistema muscular (Nikolaidis et al., 2008; Powers & Jackson, 2008;
Powers, Ji, et al., 2011), pues es el territorio en donde se aumenta en forma relevante el
flujo sanguineo y consumo de oxigeno a consecuencia de la mayor actividad contractil
asociada al gesto deportivo, también otros sistemas biolégicos pueden verse afectados a
consecuencia de las grandes modificaciones que sufren desde el estado reposo a maxima
intensidad de esfuerzo fisico. En este sentido, el sistema respiratorio también se puede
afectar pues durante el ejercicio experimenta cambios en favor de disminuir el trabajo
respiratorio y favorecer el intercambio gaseoso necesario para satisfacer la mayor
demanda metabdlica tisular. Asi, el aumento en la ventilacién pulmonar (VE) (a
consecuencia del incremento en la frecuencia respiratoria (Fr) y volumen corriente (Vc)),
la dilatacion de la via aérea y de los vasos sanguineos de la circulaciéon menor, son factores
que en si mismos y sobretodo cuando ocurren en condiciones ambientales no favorables
como el aire frio y/o seco, hipoxia, presencia de alérgenos y/o irritantes respiratorios, y
material particulado, irritan la via aérea, deshidratan el fluido de recubrimiento epitelial
de la via aérea, aumentan la osmolaridad del epitelio respiratorio, activan macroéfagos
alveolares y mecanismos de proteccion que producen liberacion de RS locales y
mediadores quimicos relacionados a la procesos inflamatorios, factores que interactian y
exacerban el estado oxidativo respiratorio pudiendo desencadenar estrés oxidativo y
daniar estructuralmente biomoléculas mencionadas en la seccién anterior (Araneda et al.,
2016; Couto et al., 2018; Lim & Nair, 2018; Magherini et al., 2019).

Uno de los métodos de recoleccion de muestras mas usados para analizar la

producciéon de estas RS y/o biomoléculas inflamatorias originadas en el sistema
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respiratorio es la técnica de condensado de aire espirado (CAE) (Araneda et al., 2016;
Horvath et al., 2017), pues destaca por ser un método no invasivo, portable, que permite
la evaluaciéon temporal, al poderse obtener multiples muestras, y siendo no
operador-dependiente (Horvath et al., 2005; Ahmadzai et al., 2013; Dodig & éepelak,
2013). Considerando estos beneficios, la técnica del CAE ha permitido conocer el
comportamiento de ciertos biomarcadores en diferentes contextos, especialmente en
patologias respiratorias (Carraro et al., 2005; Liu & Thomas, 2005; Hoffmeyer et al.,
2009; Papaioannou et al, 2011; de Lima et al., 2013; Horvath et al., 2017;
Khoubnasabjafari et al., 2018; Mendes et al., 2019). Sin embargo, existen pocos estudios
en donde a través de muestras de CAE se haya estudiado el efecto del ejercicio sobre el
estado redox respiratorio en sujetos sanos. En este contexto, el grupo de investigacion,
previamente al desarrollo de esta tesis, habia reportado como resultados algunos hallazgos
relevantes a tener en cuenta: aumento de [MDA]cak en condiciones de hipoxia en atletas
ejercitados posterior a un protocolo de esfuerzo maximo en cicloergémetro (Araneda et
al., 2005); aumento de [HoOg]car y [NO2]car en normoxia en corredores habituados al
entrenamiento aerébico posterior a esfuerzos prolongados e intensos (21.1 y 42.2 km), y
no asi en esfuerzos intensos no prolongados (10 km) (Araneda et al., 2012); aumento de
las mismas especies quimicas reactivas en sujetos no habituados al entrenamiento
posterior a un esfuerzo intenso no prolongado (10 km) (Araneda et al., 2014); y aumento
en [H2Og]cae y [NO27]cak en condiciones controladas de laboratorio en sujetos sanos no
entrenados posterior s6lo a 90 minutos de ejercicio aerobico en cicloergémetro (y no a los
30 y 60 minutos) (Tuesta et al., 2016). A partir de estos resultados, se concluyé que la
respuesta respiratoria frente al ejercicio respecto a la produccion de especies quimicas
reactivas era dependiente de la duracién y tipo de esfuerzo fisico realizado, destacando
ejercicios de intensidad moderada-alta (>75-80% VO,-méx.); y a la habituacién previa o
no del sujeto evaluado (participantes fisicamente inactivos o parcialmente entrenados
presentaban mayor incremento de RS que los entrenados), confiriéndole a la VE total
desarrollada en el ejercicio un factor relevante (quienes desarrollaban mayor VE total
presentaban mayor produccién de RS), lo que se reporté al evaluar en forma seriada a
sujetos sanos no entrenados (Tuesta et al., 2016). A la vez, en todas las investigaciones en
las cuales se encontré aumento de las RS evaluadas ([H2O2]cae y [NOg]cak) también se
reporto asociacion entre los cambios de ambos marcadores (A), lo que sugiere que o hay
un origen molecular comin para ambos, o que el aumento en uno de ellos induce

aumentos en la otra (dependencia). Asi, y con la finalidad de complementar los resultados
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del grupo de investigacion, el doctorando de esta tesis evaluo principalmente la influencia
de las condiciones ambientales sobre la produccién inducida por ejercicio de RS vy
parametros inflamatorios de origen respiratorio en atletas habituados a mantener una VE
elevada, y por tanto, con una posible mayor cantidad y calidad de defensas antioxidantes
respiratorias que pudiesen evitar el establecimiento de estrés oxidativo. Para indagar si los
cambios quimicos evaluados impactaban en cambios de la funcién respiratoria, se
complementaron las evaluaciones con pruebas clinicas de espirometria. A su vez, se
incorporé la medicién a una mayor extension temporal (24 horas posterior al ejercicio),
con la finalidad de caracterizar la dimension del efecto del ejercicio en el comportamiento
de RS evaluadas y su impacto en pruebas de funcién pulmonar.

El primer estudio compar6 en nadadores competitivos y crénicamente expuestos
a aumentar la VE en condiciones ambientales con irritantes respiratorios (cloro y sus
derivados), como el realizar dos ejercicios distintos de igual duracion e intensidad afectaba
el estado redox del sistema respiratorio, con la finalidad de evaluar la influencia de
irritantes respiratorios sobre la produccion de RS inducidas por ejercicio. Asi, con un
disefio ¢ross-over los participantes completaron un protocolo de nadar 3.500-m en piscina
indoor tratada con cloro, versus correr 10-km al aire libre. Ambos protocolos de ejercicio
fueron realizados a una intensidad cercana al umbral ventilatorio 2 (ventilatory threshold 2,
VT2) o punto de compensacién respiratoria (+ 80-85 % VOos-max.), lo que implico
mantener una VE total elevada en ambos cjercicios. En este sentido, la natacién en
piscinas indoor ha mostrado ser beneficiosa para pacientes con asma, pues el ambiente
hiimedo y calido propio del wndoor disminuye la deshidratacién de via aérea y el
broncoespasmo inducido por e¢jercicio (Goodman & Hays, 2008). En este estudio, se
consideré una piscina tratada con cloro, pues era el ambiente al cual los participantes
estaban acostumbrados a entrenar (£ 8 a 10 afos de experiencia en nataciéon) y es el
medio quimico mas usado en la actualidad para controlar la contaminacién del agua de
las piscinas (Evans, 2005). Sin embargo, existe controversia respecto a las ventajas de este
tratamiento del agua, pues se ha asociado a enfermedades alérgicas, injuria pulmonar, y
asma ocupacional (Martin et al., 2003; White & Martin, 2010). En sujetos con exposicién
prolongada al medioambiente de piscinas wmdoor (ej. salvavidas y nadadores de
competicion) se ha reportado alteraciéon en la permeabilidad del epitelio respiratorio,
estrés oxidativo, e inflamacién de la via aérea (Carbonnelle et al., 2002, 2008; Gougoura
et al., 2007; Bougault et al., 2009, 2010, 2018; Font-Ribera et al., 2011; Bougault &

Boulet, 2012; Fornander et al., 2013). Al respecto, la literatura propone como
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mecanismos relacionados en la injuria respiratoria a que una vez inhalado el cloro, éste
reacciona con el vapor de agua presente en la via aérea y se hidrata, formando acido
clorhidrico (HCI, £20-25%) y acido hipocloroso (HOCI, £75-80%), especies quimicas
que junto al cloro pueden reaccionar con RS producidas en el mismo sistema respiratorio
a consecuencia de la mayor actividad de éste durante el ejercicio fisico (ej. O2 y/0 HoOo,
y/0 OH>), y otros factores como el 6xido nitrico (NO*) a consecuencia de la vasodilatacion
local y mayor activacion de la enzima iNOS, formando nuevas y mas “agresivas” RS
como el peroxinitrito (ONOO-). Asi, el impacto de la natacién intensa y prolongada en
piscinas indoor tratadas con cloro dependera de la concentracién de estos irritantes
respiratorios y del tiempo de exposicién o VE alcanzada en el ejercicio (White & Martin,
2010; Rundell et al., 2015). Todas estas RS producidas pueden contribuir a alterar el
estado redox local y danar el sistema respiratorio por medio de edema, inflamacion,
constricciéon inmediata y reactividad persistente de las vias respiratorias. La figura 8

muestra un resumen con los posibles mecanismos implicados.
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Figura 8. Mecanismos implicados en la formacién de especies reactivas respiratorias durante la natacion.

El cloro gaseoso (Cly) al ser inhalado y reaccionar con el vapor de agua presente en la via aérea, forma acido
hidroclérico (HCI, + 20-25%) y acido hipocloroso (HOCI, £75-80%). Tanto el Cly como los acidos
formados pueden reaccionar con RS producidas por células del epitelio respiratorio e inducidas por el
ejercicio (Og, HO9, OH) alterando el estado redox, y produciendo nuevas y mas dafiinas RS (ONOO- y
OH>). Ademas, otras fuentes de nitrégeno, como el sudor y orina, también pueden reaccionar con los dcidos
formados, aumentando los derivados del cloro (cloraminas), exacerbando la alteracién redox respiratoria.
Figuras modificadas de White & Martin (2010) (\Nhite & Martin, 2010) y Bernard (2007) (Bernard, 2007)

En nadadores de competicién, pocos estudios han evaluado mediante CAE el
impacto del ejercicio fisico en la producciéon de RS. Es asi como Font-Rivera et al. (2010)

no observd cambios en [8-Iso-P]lcar en adultos sanos después de nadar 40-min
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(Font-Ribera et al., 2010), al igual que Bougault et al. (2010) en salvavidas expuestos
pasivamente por 2 horas al ambiente de piscinas tratadas con cloro (Bougault et al., 2010).
Sin embargo, durante una sesiéon de nataciéon a intensidad moderada en el mismo
ambiente y durante el mismo tiempo, se encontr6 aumento de [8-Iso-P]cakr en nadadores
de competicion, lo cual se correlacion6 de forma directa con la exposicién previa al mismo
ambiente (Bougault et al., 2010, 2018). Fernandez et al. (2013) encontré aumento de la
permeabilidad pulmonar al encontrar aumento en las proteinas de células Clara posterior
a 20 sesiones de natacion en piscinas tratadas con cloro en comparacion a las tratadas con
ozono (Fernandez-Luna et al., 2013). Posteriormente, Morissette et al. (2016) al evaluar
posterior a nadar a intensidad moderada durante 105 min en piscina door a nadadores
recreativos encontr6 aumento de [8-Iso-P]car (Morissette et al., 2016). Los hallazgos
observados sugieren que el desarrollo y caracteristicas del ejercicio fisico le confieren
mayor efecto oxidativo sobre la via aérea a la inhalacion de cloro y/o sus derivados; sin
embargo, atin no esta claro que sucede en sujetos habituados a entrenamientos de alta
intensidad, duracion, y exposicion prolongada al medioambiente de piscinas tratadas con
cloro. Asi, nuestra hipoétesis inicial era que en nadadores seleccionados el nadar 3.500-m
aumentaria mas las RS y parametros inflamatorios evaluados ([HoO2], [NO2], y pH,
respectivamente) que el correr 10-km al aire libre. Sin embargo, el analisis de los
resultados nos evidencié lo contrario para las RS, no encontrando cambios en el pH y
parametros de funcién pulmonar (espirometria). Es decir, el correr 10-km al aire libre
aument6 la concentracion de las RS, aspecto concordante con los datos de estudios
previos realizados por el grupo de investigacion, lo que nos hizo inferir que en condiciones
propias de piscinas indoor, dentro de las cuales se encuentra la alta humedad y temperatura
ambiental, los efectos daninos de la inhalacion de irritantes respiratorios, como el cloro
y/o sus derivados, en sujetos habituados al ejercicio e inhalacién de estas RS parecen no
expresarse, por lo que el evitar la deshidrataciéon y aumento de osmolaridad de la via
aérea a raiz del aumento de VE en el ejercicio fisico intenso y prolongado resultaria un
factor clave para evitar la alteracién redox respiratoria.

Al revisar la literatura disponible, no encontramos estudios que hayan evaluado
en forma aislada la influencia de la humedad y temperatura ambiental sobre la
produccion de RS inducidas por ejercicio, factores que en el primer estudio hizo inferir
que podrian haber “protegido” la via aérea de los nadadores. Solo existe informacién
respecto al efecto oxidativo del ejercicio fisico en condiciones de disminucion de

temperatura en el cual se reportd en sujetos sanos el aumento en [H2Og]cak posterior a
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50 minutos de carrera a intensidad moderada (£ 80% FC maxima) en condiciones de frio
y humedad relativa moderada (-15 °C y 77%, respectivamente) en comparacién a
condiciones normales (18 °C y 44%) (Marek et al., 2013). Asi, el siguiente estudio a
desarrollar en esta tesis tuvo como finalidad evaluar el efecto aislado de la humedad
relativa (h.r) sobre la produccién de RS inducidas por ejercicio en sujetos sanos
fisicamente activos. Para ello se realiz6 un estudio cuasi-experimental descriptivo y
longitudinal con disefio randomizado, en donde en condiciones contraladas de
laboratorio, se evaluo la influencia de la alta humedad relativa (90%-h.r vs. 40%-h.r)
sobre los valores de la [HoO2]cak, [NO2]cak, y [NO2 | plasma posterior a 60 minutos de
bicicleta a intensidad alta (70% de vatios maximos alcanzados en la evaluacion de
VOQ—méx.) en ciclistas recreativos. Para controlar los valores de h.r se construy6 una
camara semihermética en donde a través de un humidificador ultrasénico se mantuvieron
controlados los valores programados de h.r, y estable la temperatura ambiental en 20 °C.
El analisis de los resultados demostr6 que la alta humedad relativa efectivamente
“protegio” a los participantes respecto al efecto oxidativo del protocolo de ejercicio
seleccionado, pues la [HoO2]cak, [NO2]cak, vy razén [NO2o|car/ [NO2 ] plasma fue menor
en 90%e-h.r vs. 40%-h.r. Ademas, otorg6 un efecto de broncodilatacién mantenida incluso
posterior a 80 minutos de finalizado el ejercicio, como lo demostro el andlisis clinico de la
funciéon pulmonar evaluada con espirometria y reflejada en los valores de VEF y
FEF95.750. Ademas, y con la finalidad de estandarizar los cambios en la RS producidas
respecto al sexo y la diferencia en la VE total desarrollada en el ejercicio, se encontré
diferencias entre las distintas condiciones de h.r (90% vs. 40%) al comparar el cambio en
la concentracién de RS evaluadas respecto al area de superficie corporal. Este tltimo
analisis es interesante pues permite en futuros estudios disminuir las diferencias por sexo
respecto al analisis del efecto del ejercicio fisico, y por ende de la VE total desarrollada,
sobre la produccion de RS de origen respiratorio. Segiin nuestro conocimiento, éste es el
primer estudio que reporta en forma aislada el efecto protector de la alta humedad sobre
la alteracion del estado redox respiratorio asociado al ejercicio fisico, lo que fue destacado
también por los revisores de la revista cientifica en la evaluaciéon por pares del articulo
original.

En ambos estudios se encontraron asociaciones entre [HoO2]cae y [NOo|cat,
como también entre sus diferencias (A), lo que hace inferir o que hay un origen molecular
comun para ambos o que el aumento en uno de ellos induce aumentos en la otra RS

(grado de dependencia). Estos resultados son concordantes con los de investigaciones
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previas al desarrollo de esta tesis (Araneda et al., 2012, 2014; Tuesta et al., 2016), por lo
que nuevas investigaciones en el contexto del ejercicio fisico y analisis de muestras de CAE
son necesarias para evaluar este comportamiento, como puede ser el uso de alopurinol y
su efecto inhibitorio sobre la enzima xantino oxidasa y su producciéon de HoOpo, entre
otros.

Otro aspecto interesante en ambos estudios y concordante con resultados de
investigaciones previas, es la asociacion entre las RS evaluadas (principalmente
[HoOs]car) v la VE total desarrollada en los protocolos de ejercicio, sobretodo en
condiciones ambientales “no protectoras” que favorecen la deshidratacion del fluido de
recubrimiento de células epiteliales de la via aérea y aumento de osmolaridad del epitelio
respiratorio, aspecto que puede ser minimizado al evaluar mujeres dado las caracteristicas
antropométricas y respuestas respiratorias al ejercicio diferentes respecto a los hombres
(Sheel et al., 2004; Guenette et al., 2007, 2009; Harms & Rosenkranz, 2008), y que puede
ser estandarizado al considerar el area de superficie corporal (Mosteller, 1987). En este
sentido, interesante es que nuevas investigaciones incorporen mediciones directas de la
VE durante el ejercicio desarrollado, con la finalidad de conocer valores de las presiones
end-tidal de O y CO2 que permitan estimar si existen cambios en estos gases a
consecuencia de cambios en condiciones ambientales; ademas, permitira conocer
aspectos asociados a la eficiencia ventilatoria que podrian estar involucrados con la VE
total desarrollada (J. Davis et al., 2006; Sun et al., 2002).

En el contexto de que la VE total desarrollada en el ejercicio fisico ha mostrado
en forma reiterada asociacion con el incremento en las RS evaluadas, se realiz6 un Gltimo
estudio en donde se evalu6 la confiabilidad de un método no invasivo, portable y sencillo
que permite la evaluacion del trabajo muscular respiratorio (work of breathing, WOB)
durante el ejercicio fisico, pues la actividad contractil de este grupo muscular junto a la
indemnidad del sistema respiratorio (via aérea y parénquima pulmonar) son los que
permiten desarrollar elevados valores de VE total. El propésito de contar con un método
confiable que evalte este parametro permitira ampliar la linea de investigaciéon de esta
tesis, pues futuras investigaciones deberan determinar si el patrén o estrategia respiratoria
desarrollado por los sujetos evaluados, a similar valor de VE alcanzada, afecta la
produccién de RS respiratorias en virtud del WOB asociado, es decir, si aspectos
implicados en la mecanica respiratoria como los cambios en la Fr y Ve son claves en

afectar el estado redox local. Asi, se disefié un estudio lest-retest que evalu6 la confiabilidad
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de la medicion de oxigenacion (saturacion muscular de oxigeno, SmQOg) en musculos
respiratorios (SmQOg-m.inlercostales) como reflejo del costo energético (WOB) asociado a la
VE en ejercicio fisico maximo en corredores de maratén. A su vez, se evalub la
oxigenacion en musculos locomotores (SmQOq-m.vastus laterallis) para estimar el impacto de
la carga periférica del protocolo de ejercicio. La SmOg se evalué mediante un dispositivo
no invasivo (MOXY ™ Fortiori Design Inc, EE.UU) que ha mostrado adecuada validez
y confiabilidad en musculatura locomotora, pero atin no en la respiratoria (Feldmann et
al., 2019). Interesantemente, la medicion del WOB durante la prueba de VOy-méx. en
corredores competitivos de maratéon mostré una good (>0.6 y <0.8) confiabilidad a
intensidades baja (10% (etapa reposo) y 54% (etapa VT'1) de VOs-méx.) y excellent (>0.8)
aintensidades altas de ejercicio en cinta rodante (81% (etapa VI2) a 100% de VOo-méx.).
Ademas, la SmOg-m.intercostales se asocié inversamente con VE, Fr, Ve y VOy-max., es
decir, a mayores valores de variables ventilatorias, menor fue la oxigenacién en musculos
intercostales, lo que se debe a una menor relacién entrega/extraccion de Oq local y se
asocia a la mayor actividad contractil respiratoria o WOB.

Segtn la busqueda de informacion realizada, no existen estudios que hayan
analizado mediante muestras de CAE el efecto de diferentes niveles de WOB sobre la
producciéon de RS respiratorias en sujetos sanos sin factores patologicos que pudiesen
exacerbar la alteracion del estado redox local, pudiendo ser una opcién reportarlo a través
de la mediciéon de SmO2 en musculos respiratorios. Asi, es necesario realizar nuevas
investigaciones para determinar cémo la estrategia ventilatoria usada por deportistas en
los protocolos de ejercicio, reflejada en los cambios de Fry Ve y asi en el WOB, afecta la
produccién de RS y parametros inflamatorios respiratorios, otorgandole a la presente
linea de investigaciéon un enfoque en la mecanica de la ventilacién y su efecto sobre el
estado redox respiratorio.

Otro de los factores relevantes a discutir en los resultados de esta tesis, son los
relacionados a los parametros inflamatorios evaluados (pH en CAE) y su repercusion en
pruebas de funciéon pulmonar (espirometria). En el primer estudio (articulo I) no se
encontré diferencias entre los protocolos de ejercicios (nadar vs. correr) incluso a las 24
horas en ambos parametros; mientras en el segundo estudio (articulo II) se encontré
broncodilatacion mantenida posterior a 80 minutos de completado el ejercicio en
ambiente con alta humedad (90% vs. 40%), lamentablemente no se realiz6 la medicién

experimental del pH en muestras de CAE. Al respecto, la literatura reporta que en
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pacientes con condiciones habituales de inflamacién del sistema respiratorio, como el
asma y EPOC, el pHcar es mas bajo (acido) que en sujetos sanos (Papaioannou et al.,
2011; Aldakheel et al., 2016), al igual que posterior a la inhalaciéon de material particulado
(de Lima et al., 2013; Qin et al., 2019), siendo similar a lo encontrado en atletas posterior
a ejercicios intensos y prolongados (Marek et al., 2009; Araneda et al., 2012; Bikov et al.,
2014); sin embargo, lo contrario sucede cuando el ejercicio se desarrolla a intensidades
leves a moderada (Riediker & Danuser, 2007) sugiriendo asi que el impacto del ejercicio
sobre este parametro depende del estado redox previo del sujeto evaluado, y de las
caracteristicas del estimulo, siendo para nuestro caso la intensidad y duracién a la cual se
desarrolla el ejercicio fisico. Interesante es complementar estas mediciones con otros
marcadores de inflamacién como citoquinas en muestras de CAE (ej. IL-6) (Lim & Nair,
2018) o de alteracion de la permeabilidad del epitelio respiratorio a través de
neumoproteinas en muestras de plasma (ej. proteinas del surfactante pulmonar tipo D y
células Clara) (Kurowski et al., 2014); como también el registro con mayor temporalidad
a través de mediciones a las 48 y 72 horas de finalizado el protocolo de ejercicio. Ahora
bien, respecto a las pruebas de funcién pulmonar con espirometria, la evidencia muestra
disminucién del VEF; o CVF, o de ambos, en condiciones con exposicion crénica a
irritantes respiratorios, relacionando los cambios funcionales a modificaciones
estructurales que conllevan un largo plazo para su adaptacion, siendo éste un aspecto que
es dificil de reportar en sujetos sanos como deportistas y que ademas son expuestos de
manera aguda a condiciones irritativas, por lo que resulta relevante continuar con estos
registros en futuras investigaciones. Quizas el siguiente paso deberia consistir en intentar
describir el comportamiento de parametros asociados a la constricciéon de la via aérea
pequena, la que puede ser mas sensible a los cambios agudos (ej. FEF25.75) (Marseglia et
al., 2007).

Por dltimo, es necesario mencionar que el método de muestreo usado en esta tesis
(CAE) presenta algunas limitaciones, reportandose en la literatura la gran variabilidad de
los resultados, y dudas respecto al origen de las sustancias condensadas, ya que si bien la
mayoria proviene del fluido de recubrimiento del epitelio respiratorio y alveolos, no se
descarta la posible contaminacién en boca, orofaringe y sistema digestivo superior, por lo
que para que el analisis de los resultados sea confiable, es necesario la medicién de
duplicados, o idealmente, triplicados de muestras, tal como se realizo en la presente tesis,

y reportar en los informes indicadores estadisticos de dispersion (ej. coeficiente de
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variacion) (Gonzalez-Mangado, 2005; Horvath et al., 2005; de Lema et al., 2005;
Ahmadzai et al., 2013; Dodig & éepelak, 2013; Khoubnasabjafari et al., 2018).

En resumen, los resultados obtenidos en los estudios desarrollados en la presente

tesis requieren ser continuados y proyectar nuevas investigaciones orientadas a:

i)

ii)

iii)

1v)

Evaluar la influencia de otras condiciones ambientales, como la hipoxia y
la presencia de material particulado, en la produccién de especies reactivas
inducidas por ejercicio fisico.

Evaluar nuevos parametros asociados a la inflamaciéon del sistema
respiratorio y alteracion de la permeabilidad del epitelio de la via aérea 'y
pulmonar, como citoquinas y neumoproteinas (surfactante tipo D y células
(Clara), en muestras de CAE y plasma sanguineo.

Evaluar a una mayor temporalidad el efecto del ejercicio, ideal con
mediciones a las 24, 48 y 72 horas.

Evaluar el efecto de la mecanica respiratoria reflejado en la estrategia
ventilatoria y costo de respiraciéon de musculos respiratorios sobre la
produccién de RS y parametros inflamatorios inducidos por ejercicio.
Analizar el estado redox y estrés oxidativo respiratorio posterior a
protocolos de ejercicio evaluando tanto sustancias oxidativas como
antioxidantes locales, que pueden verse afectados tanto por el desarrollo

agudo de ejercicio fisico como a consecuencia de respuestas cronicas.
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6 Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis son las siguientes:

1. En nadadores cronicamente expuestos a irritantes respiratorios derivados de la
reaccion del cloro y sus derivados (cloraminas) con el vapor de agua, el analisis
de muestras de CAE muestran que a las 24 horas posterior al desarrollo de dos
ejercicios diferentes comparables en intensidad y duracion, y desarrollados en
condiciones ambientales habituales, las especies quimicas reactivas evaluadas
(H2O2, NOy") disminuyeron al nadar 3500-m en una piscina mdoor tratada con

cloro, y aumentaron al correr 10-km al aire libre.

2. En los nadadores, ambos protocolos de ejercicios no ocasionaron cambios en los
volimenes y capacidades pulmonares evaluados mediante espirometria, tanto a

los 20 minutos como a las 24 horas posteriores.

3. En ciclistas recreativos, la alta humedad relativa ambiental (90%) previene la

produccion respiratoria inducida por ejercicio de las especies reactivas evaluadas

en muestras de CAE (H2O9, NOy).

4. Los ciclistas mantuvieron la broncodilataciéon posterior al ajercicio, la que fue
evaluada por cambios en volimenes y flujos respiratorios mediante espirometria,
incluso a los 80 minutos posterior a la finalizacion del protocolo de ejercicio en la

condicion de alta humedad relativa ambiental.

5. A través del método simple, no invasivo y portable de obtenciéon de muestras
respiratorias de CAE se obtiene una variedad importante de especies quimicas
reactivas y parametros inflamatorios de origen respiratorio, facilitando la
evaluacion temporal, a través de la obtencién seriada de muestras, de los cambios

inducidos por ejercicio.

6. En corredores de maraton, la evaluacion de la saturaciéon muscular de oxigeno en

musculos respiratorios (m.unlercostales) mediante NIRS es un método novedoso que
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permite cuantificar el trabajo muscular asociado a la respiraciéon durante el

esfuerzo fisico (work of breathing, WOB).

7. La confiabilidad de la medicion de SmOo-m.intercostales en corredores de maraton
durante la prueba de VOs-méx. es buena a baja intensidad y mejora a excelente

a alta intensidad de esfuerzo fisico.

8. La SmOgs-m.intercostales en corredores de maraton se asocid inversamente con las
variables ventilatorias de ventilaciéon pulmonar (VE), frecuencia respiratoria (Fr) y

volumen corriente (Vc).
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8 Apéndices

8.1 Acta de Aprobacion Etica — Articulo 1.

Universidad de los Andes

Santuago>-Chile

Santiago de Chile, 19 de Julio de 2012

Seriores
Concurso de Proyectos Fondecyt de Iniciacion en Investigacion 2012
Presente

Estimados Sefiores:

El Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la
Universidad de los Andes ha revisado el Proyecto de Investigacion titulado
“Characterization of lung oxidative stress and inflammation due to prolonged
aerobic exercise, using non-invasive methods” del que es investigador responsable el
Dr. Oscar Araneda Valenzuela y que es presentado al Concurso de Proyectos Fondecyt
de Iniciacion en Investigacion 2012.

Este estudio busca caracterizar el estrés oxidativo e inflamacion a nivel pulmonar
en sujetos sometidos a ejercicio fisico aerébico prolongado de distintas intensidades y
duracion por medio de la recoleccion de muestras no invasivas de esputo y condensacion
de aire espirado y de plasma. Para lo anterior se llevara a cabo un estudio cuantitativo
experimental en 2 grupos de 15 sujetos cada uno que seran sometidos a diversas pruebas
y posterior recoleccion de las muestras antes enunciadas.

Se trata de un estudio bien disefiado con una metodologia consistente con los
objetivos planteados El calculo del tamaiio muestral a estudiar estd justificado. EIl
investigador principal ha realizado proyectos previos relacionados que avalan su
competencia.

El consentimiento informado es adecuado, se especifican los objetivos del estudio,
la confidencialidad del manejo de la informacion, ademas de especificar la manera de
ubicar al investigador responsable en caso de ser necesario.
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Tomando en cuenta lo anteriormente enunciado, el Comité de Etica no presenta
reparos en la realizacion de este proyecto.

Sin otro particular, saludan atentamente

y, W | % %UL C /‘

Dr. Alejandro Serani Merlo Dra. Colomba Cofré Dougnac
Presidente Secretaria Académica
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8.2 Acta de Aprobacién Etica — Articulo 2.

2% PONTIFICIA

7\ UNIVERSIDAD
CATOLICA
DF CHILF

ACTA DE APROBACION NUEVO ESTUDIO
COMITE ETICO CIENTIFICO CEC MED-UC

Re-acreditado por SEREMI de Salud
Resolucién Exenta N°012321 del 07 de junio de 2017

Fecha y N° de Sesion: 20 de junio de 2018, Sesidén N° 10.

Investigador responsable: FELIPE CONTRERAS BRICENO
ID Protocolo: 180921007

Titulo del Proyecto: Influencia de la humedad relativa sobre los cambios inducidos por ejercicio fisico en el
estado oxido-reduccion del sistema respiratorio

Facultad/Unidad Académica: Departamento de Ciencias de la Salud- Campus San Joaquin

Sitio de realizacién: Laboratorio de Fisiologia del Ejercicio, Edificio Ciencias de la Salud, Campus San Joaguin
Financiamiento: No requiere financiamiento

Miembros del Comité que participaron en la aprobacién del estudio:

Dra. Colomba Cofré Dougnac, Presidente (S)

Mg. Andrea Villagran Torres, Secretaria Ejecutiva

Sr. Jorge Mufioz Castillo, Abogado miembro externo

Dra. Katia Abarca Villaseca, Departamento Infectologia

Dr. Gastén Chamorro Spikin, Departamento de Enfermedades Cardiovasculares
EU Rina Gonzalez Rodriguez, Escuela de Enfermeria

Dr. César Sanchez Rojel, Departamento de Hemato-Oncologia

Srta. Alyssa Garay Navea, Representante de la comunidad

Documentos recibidos por el comité:
- Carta Presentacion Investigador Responsable
- Carta Apoyo Jefe de Departamento de Ciencias de la Salud, Dr. Amoldo Riquelme Pérez

Documentos revisados y aprobados por el comité:

- Formulario Solicitud Revision Etica

- Documento de Consentimiento Informado Grupo Experimental, version 2.0 29/ 05/ 2019
- Marco Teorico y Metodologia, version 29 / 05 / 2019

Considerando: e
1- Que los investigadores referidos cuentan con la experiencia necesaria para el desarrollo de e}%ﬂp@mﬁc f'r\
i\ ——

O\

/&

estudio,

\ /. &/
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Ntag de W°

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
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PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE CHILE

2- Que la metodologia descrita es apropiada para cumplimiento de los objetivos del estudio, siguiendo los
estandares internacionales para ello,

3.- Que durante el desarrollo del estudio se garantiza un balance beneficio/riesgo apropiado para los
participantes,

4.- Que la poblacién a estudiar no es considerada como vulnerable y el protocolo contempla todos los
resguardos necesarios para la seguridad y bienestar de los participantes.

5- Que se resguarda la confidencialidad de los datos registrados de los participantes en la difusion de resultados
por lo que, no introduce un riesgo de menoscabo de su intimidad.

Y verificado que en el documento de consentimiento informado mencionado se incluye:

1.- Una descripcion general de los objetivos de la investigacion,

2.- Detalle de los procedimientos que involucra la participacion en este estudio,

3.- Antecedentes sobre el uso que se dara a la informacion obtenida por cada uno de los procedimientos de
investigacion a utilizar,

4.- Compromiso respecto al uso de la informacién que sélo se realizaré dentro de los marcos de la presente
investigacion y para el logro de dichos objetivos,

5.- El aseguramiento de la confidencialidad y anonimato de los datos entregados dentro de los marcos propios
de cada procedimiento del estudio,

8.- Antecedentes respecto del costo en tiempo que tiene la participacion en el estudio,

7.- Informacién sobre los derechos ante riesgos y cobertura de daros por la participacién en estudio,

8.- La voluntariedad de la participacién y la garantia para cada participante de tener la opcion hacer abandono
del estudio.

Se resuelve respecto de este proyecto:

1.- Que estan tomadas las precauciones necesarias para resguardar la seguridad de las personas y el
tratamiento ético de la informacion entregada de quienes participen en la investigacion,

2.-Y que los participantes lo haran voluntariamente luego de ser adecuadamente informados sobre los aspectos

esenciales de la investigacion, sus deberes y derechos, en los plazos necesarios para el éxito de la
investigacion.

Resolucion CEC Med UC:

Este proyecto ha sido discutido y aprobado con fecha 20 de junio de 2019 en la sesion ordinaria N°10 del
Comité y tiene vigencia de un afo.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
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PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
CATOLICA

DF CHILE

Se solicita, previo al reclutamiento de participantes, timbrar la ultima version aprobada del documento de
consentimiento informado y velar, como Investigador Responsable por la realizaciéon del proceso de
consentimiento informado, utilizando las copias de la version original (timbradas y firmadas por el CEC MedUC).

El investigador responsable deberé solicitar la renovacién anual de la presente aprobacion ética con al menos
45 dias de anticipacion si desea continuar con el estudio. Si no ha recibido |a respuesta oficial a su solicitud, el
investigador debera detener las actividades del proyecto, y no podré evaluar ni enrolar a ninglin nuevo
participante y no podré realizar el analisis de los datos que identifiquen a los participantes.

En la eventualidad de querer incorporar modificaciones, por ejemplo, disefio o redisefio de instrumentos de
recoleccién de datos, cambios en la muestra, el personal a cargo, los procedimientos especificados en el
protocolo aprobado u otros, el investigador debera notificarlo al comité a través de una enmienda para la
evaluacion y emision de una nueva carta de aprobacion ética.

Por favor lea cuidadosamente la hoja anexa a esta carta en la que se indican todas sus responsabilidades como
investigador responsable de este estudio (ID: 180921007)

Le saludan cordialmente,

"ﬁno e

‘ 7 a5V Aros

/ , @9’/ 7o\

[ \ ‘\\ o /C‘
S/ v

Med U.C. ] )/ g ', ( L y

\ // M- \
RES . _DRA. COLOMBA COFRE DOUGNAC

aria Ejecutiva CEC-MedUC -{ijf,ud;j we® " Presidente (S) CEC-MedUC '

\ EN CASO DE CUALQUIER DUDA SE LE SOLICITA CONTACTARSE CON EL CEC Med UC
Se cerlifica que la informacion contenida e el plesente documento es correcta y que refleja el acta del Comité Etico Clenfifico de la Facultad de Medicina (CEC-Med UC). Este Comité adhiere a los
principlos élicus de Fucu\un de Medicing ueJa Runtifice Universivad Calolica, yue considera cumo nomma fundamental ol iespeto « la digiidad de la peisona umana en cualquier condicion, desde
el de la ion hasta la rénatural. Este Comité cumple ademas con |83 guias de buena practica clinica definidas por la de lzacion (GCP-ICH); y
I con hswyu chilenas 20.120 y 19.628 sobre proteccién de |a vida privada o proteccion de datos de cardcler personal

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
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8.3 Acta de Aprobacién Etica — Articulo 3.

PONTIFICIA

7\ UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE CHILE

CERTIFICADO DE APROBACION CEC MEDUC

SE APROBO EL SIGUIENTE PROYECTO

Numero de Proyecto: 180305007
Titulo del proyecto: Confiabilidad de la medicion de saturacion de oxigeno de musculatura

respiratoria en ejercicio fisico

Investigador responsable:FELIPE ANDRES CONTRERAS BRICENO

Institucién: Pontificia Universidad Catolica de Chile

Académico responsable: FELIPE ANDRES CONTRERAS BRICENO

Institucién: Pontificia Universidad Catolica de Chile

Financiamiento: Fondos propios (indicar) Recursos propios

Estimado Investigador:

Comunicamos a usted que ladocumentacion presentada para el estudio en referencia, ha sido
aprobada confecha 05 de Junio de 2018.Solicitamos a usted acercarse a la oficina del CEC-MedUC,

para retirar su actade aprobacion oficial y regularizar la documentacién que corresponda.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

Este documento es soOlo un borrador, el acta de aprobacion oficial firmada y timbrada debe ser retirada en la oficina del
CEC-MedUC ubicada en Diagonal Paraguay #383, Torre 11, piso 1, Local 4, Santiago, de Lunes a Viernes de 09:00 a 13:30
horas.

Cualquier consulta puede contactarse con Patricia Moreno o Solange Santibafiez al mail cecmeduc@uc.cl o al teléfono
+56223548173.-
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PONTIFICIA
UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE CHILE

CERTIFICADO DE APROBACION CEC MEDUC

Muy cordialmente,

Andrea Villagran
Coordinadora

Secretaria Ejecutiva

CEC-MedUC

Santiago, 07 de junio de 2018

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE

Este documento es sélo un borrador, el acta de aprobacion oficial firmada y timbrada debe ser retirada en la oficina del
CEC-MedUC ubicada en Diagonal Paraguay #383, Torre 11, piso 1, Local 4, Santiago, de Lunes a Viernes de 09:00 a 13:30
horas.

Cualquier consulta puede contactarse con Patricia Moreno o Solange Santibariez al mail cecmeduc@uc.cl o al teléfono
+56223548173.-
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8.4 Presentacion poster - 671 Annual Meeting, ACSM.

Swimming and respiratory system: impact of exercise on pro-oxidants production and lung
(2020). F1.2; G? & Araneda, OF3.
Medicine (78):  393.

Junction. Contreras-Briceno, Viscor,

and Science in Sports and Exercise 52

DOI: 10.1249/01.mss.0000678104.76655.75
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Louise A. Turner', Benjamin P. Green?, Penny L.S. Rumbold®.
!Sheffield Hallam University, Sheffield, United Kingdom.
°Nutricia Advanced Medical Nutrition, Trowbridge, United
Kingdom. *Northumbria University, Newcastle-upon-Tyne,
United Kingdom.

(No relevant relationships reported)

4 bronch,

Purpose: Exercisc-ind (EIB) has been d with BMI
in asthmatic children, while increased body fat contributes to a reduction in post-
exercise pulmonary function in non-asthmatic children. Obesity related-adipocyte
hormones such as leptin and adiponectin correlate with EIB severity in asthma
however, the role of these hormones on EIB in non-asthmatic children remains
unclear. The purpose of this study is to investigate the relationship between leptin

and adi| in and EIB in thmatic children. ‘Twenty-five non-
asthmatic prepubescent children (9- 10 yr) oomple(ed pulmonary funcnon tests (FEV,,
FVC, FEF,, ., pre- and post ach ani
cycle-ergometer exercise test to exhausuon (VO,Nk) The maximum percentage fall
inFEV, and FEF,, . from pre- to post- exercise was calculated, participants were
subsequenlly classified as EIB positive (EIB+) with drop in FEV, > 10%. The change
in airway function from pre- to post exercise was assessed as Ihe area under the curve
of the percentage fall in post-exercise FEV, and FEF,, ., plotted against time for 15
min (AUC, ), using trapezoidal integration. Serum leptin and adiponectin levels were
determined from a fingertip capillary blood sample taken before exercise. Results:
BMI was significantly correlated with leptin (r = 0.473, p<0.05), but not adiponectin
in the overall group (n=25). There was also no significant correlation between leptin
or adiponectin and any pulmonary function measure for the overall group. When
participants were categorized as EIB+ or EIB-, there was a significant correlation
between: leptin and %drop in FEV, (r =-0.917, p < 0.05) and FEV, AUC, ,(r =
-0.780, p < 0.05); and adiponectin and %drop in FEF,, ., (r=0.780, p < 0.05) and
FEF,,,, AUC, (r=0.803, p <0.05) for the EIB+ group. In the EIB- group, there
was no significant correlation between leptin or adiponectin and pulmonary function.
C There was a signi lation between leptin and adiponectin and
decreased airway function in EIB+, but not EIB- non-asthmatic children. The causality
of this relationship warrants further investigation, but could provide insight into
potential intervention strategies for the management of EIB.

1496 Board #90 May 28 10:30 AM - 12:00 PM

MEDICINE & SCIENCE IN SPORTS & EXERCISE®

exposed chronically to exercise and respiratory irritants. More studies are necessary to
identify and isolate the plausible factors involucrated in the formation of respiratory
pro-oxidants during exercise in athletes chronically exposed to respiratory irritants.

1497 Board #91
Abstract Withdrawn
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Albuterol Forced Mid-expi y

Flows In Non-asthmatic Children With And Without
Obesity
Daniel P. Wilhite', Dharini M. Bhammar®, Ashley Peck', Marcus
Payne', Tanya Martinez-Fernandez', Tony G. Babb, FACSM'.
Texas Health Presbyterian Hospital Dallas, Dallas, TX.
2University of Nevada - Las Vegas, Las Vegas, NV. *University of
Texas Southwestern Medical Center, Dallas, TX. (Sponsor: Tony
G. Babb, FACSM)
Email: Daniel Wilhite@texashealth.org
(No relevant relationships reported)

PURPOSE: The effect of albuterol on f,-adrenoceptor activation is usually assessed
by a significant increase in forced expiratory volume in one second (FEV,). However,
even without a significant increase in FEV , an increase in isovolume forced expiratory
flow between 25% and 75% (isoFEF ) of forced vital capacity (FVC) would allow
for greater exercise tidal flow rates thus increasing ventilatory capacity (\"l csp)- This
could be particularly important in children with obesity, who breathe at low lung
volumes and have limited expiratory reserves. We examined if isoFEF, , and "/',“r
increase with albuterol in non-asthmatic prepubescent children with and without
obesity.
METHODS: A fotal of 46 obese (n 29 boys) and 29 nonobese (n=14 boys) children,
ages 8-12yr, ing to the American Thoracic Society
guidelines before and after 360pg ;of albuterol. Subjects who displayed >12% and
>200mL increase in FEV after albuterol were excluded. For each mdmdua] Vh_r was
determined using an cslimalcd tidal volume at maximal exercise (‘V,_*=FVC/2)
and forced expiratory time between 25% and 75% of FVC (FET,, 5) to estimate an

i breathing freq (f,,,,)» where V =V
two-way ANOVA with repeated measures (obese x nonobese; pre- x post-inhaler) was
conducted.
RESULTS: No significant group by treatment interaction was detected. No significant

And Respii y Sy Impact Of differences were detected in spirometry parameters between children with and those
On Pr i Pr And Lung without obesity. From pre- to post-inhaler in the total cohort of children (n=75), FVC
Function significantly decreased (-0.70%, p = 0.04). While there was a statistically significant

Felipe Andrés Contreras Bricefio', Ginés Viscor?, Oscar
Florencio Araneda’. 'Pontificia Universidad Catélica de Chile,
Santiago, Chile. *Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain.
*Universidad de Los Andes, Santiago, Chile.

Email: klgo.fcontreras@gmail.com

(No relevant relationships reported)

Scientific Abstract (ACSM World Congress 2020)

Swimming and Respiratory System: Impact of Exercise on Pro-oxidants
Production and Lung Function.

The respiratory redox state of swimmers can be affected by the increase of minute
ventilation (VE) during exercise and/or by chronic exposure to chlorine used to
sanitize the water of swimming pools. However, in indoor-pools, the high-humidity
and it are ized as respiratory protecting factors. The
exhaled breath condensate (EBC) is a non-invasive method used to assess the pro-
oxidants species (EBC) is a non-invasive method used to assess the pH and pro-
oxidants species (nitrite [NO, ], hydrogen peroxide [H,0,]), while spirometry the lung
function (FEV,, FEV /FVC, FEF . ).

PURPOSE: To asscss the impact. of a high-intensity and prolonged-time exercise on
the production of [F,0,],,, INO, Ty PHyyc and lung function in swimmers.
METHODS: Longi study. 18 competi

(8 female) (2242 years; 53. 143.5 mL- kg 'min" VO,-méx.) completed 3.500-m of
swim in indoor pool treated by chlorine (intensity of 80.243.1% of HR__ ) with no
exposure to respiratory irritants by 5-days previous to tests. The spiromctry test and
EBC collection were done at rest, 20-minutes and 24-hours post- ise and were
analyzed using one-way RM-ANOVA test by the GraphPad-Prism software (v.6.0).
The p-value<0.05 was considered for differences.

RESULTS: The [H,0,],,.(0.35£0.15 vs 0.28+0.12 vs 0.20£0.10 (umol-L")) and
[NO, 1,5 (1.79£0.21 vs 1.3720.15 vs 1.03:0.16 (umol-L" )) decreased significantly at
24-hr post-exercise. The pH, (p=0.23 and 0.32) and FEV, FEV,/FVC, FEF.
not changed significantly between stages.

CONCLUSION: A acute high-intensity and i session

d d the p: idants with no changes in lung function in swimmers

25.75% do

ACSM May 26 - May 30, 2020

increase in peak expiratory flow (+3.0%, p = 0.02), FEV1 (+2.6%, p < 0.01) and
FEVI/FVC (+3.0%, p < 0.01), there were more meaningful increases in isoFEF25-75
(+17.1%, p < 0.01) and VEcap (+15.5%, p < 0.01).CONCLUSIONS: Administration
of albuterol can increase isoFEF,, . despite a relatively small nonclinical increase in
FEV,. The remarkable increase in flow rates along the effort-independent portion of
a forced expiration yields a large increase in VI c? which could potentially change
breathing mechanics and ventilatory output during heavy exercise in non-asthmatic
prepubescent children with and without obesity.

1499 Board #93 May 28 10:30 AM - 12:00 PM
Influence Of Body Fat On Pulmonary Function And
Exercise Capacity In Heart Failure Patients
Joshua R. Smith, Nico Villarraga, Jessica D. Berg, Katlyn E.
Koepp, Thomas P. Olson, FACSM. Mayo Clinic, Rochester, MN.
(Sponsor: Thomas Olson, FACSM)
Email: smith joshual @mayo.edu
(No relevant relationships reported)

Heart failure patients with reduced ejection fraction (HFrEF) often exhibit abnormal
pulmonary function and reduced exercise capacity. A common comorbidity in HFrEF
is obesity, which is independently associated with altered pulmonary function and
reduced exercise capacity. However, it is unknown if body composition is significantly
related to pulmonary function and exercise capacity in patients with HFrEF.
PURPOSE: To determine if body composition is related to pulmonary function and
exercise capacity in patients with HFrEF. We hypothesized that HFEF patients,
compared to healthy controls (CTL) would exhibit reduced pulmonary function and
exercise capacity, which will be negatively related to percent body fat (% BF).
METHODS: Patients with HFrEF (n=19; LV EF: 30£10%) and healthy CTL (n=19)
were recruited for this study (Age: HFrEF: 6248 vs. CTL: 60+14 yrs; Height: HFrEF:
176+9 vs. CTL: 17349 cm) (both, p>0.05). Participants performed standard pulmonary
function testing and an incremental cycling test to volitional fatigue for determination
of peak oxygen uptake (VO,peak). Percent body fat (% BF) was measured via dual
energy x-ray absorptiometry.

San Francisco, California
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8.5 Presentacion oral - 251 Annual Meeting, ECSS.

The high humidity gives bronchodilation and not increase respiratory pro-oxidants induced
by exercise. (2020). Contreras-Briceno, F!-?; Espinosa-Ramirez, M!; Viscor, G2

& Araneda, OF3. European Journal of Sport Science

N THE

/ 25" Annual Congress of the é,\t“a H%'o

A )
s‘? // ‘% EUROPEAN COLLEGE OF SPORT SCIENCE ¢ : %
w )

% < > O SPORT SCIENCE IN THE HEART OF ARTS m
», — 9 B <
% ECSS f 1 to 3 July 2020, Sevilla - Spain %, &
(LEGE 0‘ Hosted by Universidad Pablo de Olavide %‘LA 2010

EUROPEAN COLLEGE OF SPORT SCIENCE

Aachener Str. 1053 -1055
50858 Cologne

GERMANY

VAT-ID: DE251715668 - St.Nr.: 223/5905/0216
register of associations: VR12508

Sevilla, 10.03.2020 - 20:37:34

Letter of Acceptance

This is to certify that the following title has been accepted at the 25th Annual Congress of the European
College of Sport Science between 1- 3 July 2020 in Sevilla, Spain:

FELIPE ANDRES CONTRERAS BRICENO

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CHILE
AV. VICUNA MACKENNA 4860
7820436 SANTIAGO, Chile

Abstr.-ID: 1738

Title: The high humidity gives bronchodilation and not increase respiratory pro-oxidants induced by exercise
Authors: Contreras-Bricefio, F., Espinosa-Ramirez, M., Viscor, G., Araneda, 0.F. , Institution: Pontificia Universidad
Catdlica de Chile

Presentation format: Oral, YIA: No

Faculty of Sport Science, Universidad Pablo de Olavide

This document has been created digitally and is valid without a signature

116



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Apéndices

TITLE
The high humidity gives bronchodilation and not increase respiratory pro-oxidants

induced by exercise

Author(s):

Contreras-Briceno, F'?; Espinosa-Ramirez, M?; Viscor, G! & Araneda, OF?

Affiliations:

I Physiology Section, Department of Cell Buwlogy, Physiology and Immunology, Faculty of Biology,
Unwersitat de Barcelona, Barcelona, Spain.

2 Laboratory of Exercise Physiology, Faculty of Medicine, Pontificia Unwersidad Catélica de Chile,
Santiago, Chile.

3 Laboratory of Integrative Physiology of Biomechanics and Physiology of Effort (LIBFE), Kinesiology
School, Faculty of Medicine, Universidad de los Andes, Santiago, Chile.

INTRODUCTION:

The lung function and redox state of the respiratory system can be altered by exercise,
mainly due to increased lung ventilation and low environmental temperature (1). Under
these conditions and as a consequence of increased respiratory flow, the organism is
inefficient at saturating with water vapour and tempering inhaled air, which leads to
dehydration of the respiratory epithelium and the release of local inflammatory factors
mediated by pro-oxidants, generating bronchoconstriction (2). The spirometry and
exhaled breath condensate (EBC) are non-invasive methods using for evaluating this
phenomenon (3). This study evaluated, in recreational cyclists, the influence of high
relative-humidity (90%-RH) on the production of respiratory pro-oxidants induced by
physical exercise, measured by EBC, and changes in lung function evaluated by

spirometry.

METHODS:
Sixteen participants (4 female) with no history of asthma or respiratory infection
completed a previous cardiopulmonary exercise test (VOsg-peak test) for obtaining the

maximum load (watts) of pedalling. Test consisted in I-hour cycling at 70% of the
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individual workload achieved in the VOs-peak test (70-90 rpm cadence), in a semi-
hermetic chamber constructed specially to keep the 90%-RH (24 °C). The temperature
(forehead, mouth, and ambient), and symptoms (dyspnea and leg fatigue) were registered
every 5 minutes during the protocol. The spirometry was measured before (rest) and 20
(20-post), and 80 (80-post) minutes after end, while samples of EBC (hydroperoxide
[H2O2]EBc, nitrite [NO2]esc) and plasma ([NOo]p) were obtained rest and 80-post. The
normality of the data was evaluated using the Shapiro-Wilk test. The variation in the
temperature values, EBC and plasma pro-oxidants, and spirometry values (FEV; and
FEV/FVC) were analysed using one-way RM-ANOVA. The statistical software used

was GraphPad Prism 8.0. A value of p<0.05 was considered statistically significant.

RESULTS:

The cycling exercise was performed at high-intensity (86.0£7.3 %oHRmax (220-age),
166126 watts). Forehead (36.2£0.3 °C, p=0.230), mouth (35.7+0.1 °C, p=0.184), and
environmental (24.0+0.1, p=0.325) temperatures and relative-humidity (90.6+£0.6 %-
RH) were stable during the exercise protocol. FEV| and FEV/FVC increased at 20-post
and 80-post (4.10 vs 4.24 (p=0.047) and vs 4.25 (p)=0.001)) and (82.8 vs 86.9 (p=0.009)
and vs 85.9 (p=0.037)), respectively. Non-significant increases were found in [HoO2]esc
(0.22 to 0.24 umol L' (p=0.052), [NOg]esc (1.54 to 1.71 umol L1 (p=0.198), and [NOy-
Jec/[NO2]p(0.145 to 0.150 (p=0.447)).

CONCLUSION:
A high relative-humidity protects the airway of respiratory pro-oxidants induced by

exercise and allows bronchodilation in recreational cyclists.

References:

1. Oxid Med and Cel Long 2016: 1-23.

2. Bt [f Sports Med 2012; 46 (5):385-390.
3. Eur Respir f 2005; 26 (3):523-548.

118



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Apéndices

8.6 Presentacion poster - 25% Annual Meeting, ECSS.

Intercostal muscle oxygenation during a maximal incremental exercise in male and female:
differences. (2020). Espinosa-Ramirez, M!; Viscor, G%; Araneda, OF?; Araya,
F'; Riquelme, S'; Rodriguez, G! & Contreras-Briceno, F!: 2. European

Journal of Sport Science.

/ 25" Annual Congress of the é‘\t“"‘m m‘”“'@,o
§'7 /// ‘% EUROPEAN COLLEGE OF SPORT SCIENCE f : “‘%‘
% - ‘g SPORT SCIENCE IN THE HEART OF ARTS %zavliig 2
"'%( ECSS & 1 to3July 2020, Sevilla - Spain ‘5\%‘7 &
L&GE of Hosted by Universidad Pablo de Olavide Ua . 207°

EUROPEAN COLLEGE OF SPORT SCIENCE

Aachener Str. 1053 -1055
50858 Cologne

GERMANY

VAT-ID: DE251715668 - St.Nr.: 223/5905/0216
register of associations: VR12508

Sevilla, 10.03.2020 - 21:00:13

Letter of Acceptance

This is to certify that the following title has been accepted at the 25th Annual Congress of the European
College of Sport Science between 1-3 July 2020 in Sevilla, Spain:

Maximiliano Espinosa

Pontificia Universidad Catdlica de Chile
Avenida Vicuiia Mackenna
9250000 Macul, Chile

Abstr.-ID: 2017

Title: Intercostal muscles oxygenation during a maximal incremental exercise in male and female: difference
between groups

Authors: Espinosa-Ramirez, M., Viscor, G,. Araneda, O.F., Araya, F., Moya, E., Riquelme, S., Rodriguez, G., Contreras-
Bricenio, F., Institution: Pontificia Universidad Catélica de Chile

Presentation format: E-poster, YIA: No

Faculty of Sport Science, Universidad Pablo de Olavide

119



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Apéndices

TITLE

Intercostal muscles oxygenation during a maximal incremental exercise in male and

female: difference

Author(s):
Espinosa-Ramirez, M?; Viscor, G!; Araneda, OF3; Araya, I%; Riquelme, S% Rodriguez,

G? & Contreras-Bricefno, F!-2,

Affiliations:

I Physiology Section, Department of Cell Buwlogy, Physiology and Immunology, Faculty of Biology,
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2 Laboratory of Exercise Physiology, Faculty of Medicine, Pontificia Unwersidad Catélica de Chile,
Santiago, Chile.

3 Laboratory of Integrative Physiology of Biomechanics and Physiology of Effort (LIBFE), Kinesiology
School, Faculty of Medicine, Universidad de los Andes, Santiago, Chile.

INTRODUCTION:

In similar exercise intensities, women have more breathing work (WOB) than men, due
to anatomical differences and respiratory mechanics (1). This increases when the minute
ventilation (VE) exceeding 75 liters per minute, where the WOB of women is greater than
men (2). The WOB has recently been recorded by near-infrared spectroscopy (NIRS) that
evaluates the level of oxygen muscle saturation (SmOpg) in the superficial respiratory
muscles (intercostal muscles) (3). The main objective was to compare the behavior of the
SmOg-m.intercostal in different exercise phases between men and women, and the
secondary objective was evaluated the association between ventilatory variables with

SmOg-m.ntercostal.

METHODS:

Seventeen healthy subjects active physically (eight women) performed an exercise
incremental protocol in cicloergometer (ViaSPRINT 1500, Ergoline Taunstein,
Germany). We register ventilatory variables: minute ventilation (VE), respiratory rate

(RR) and tidal volume (Vt) with the breath by breath method. Respiratory gases (Master
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Screen, Jaeger, Germany) were measured continuously during the test. The SmOq was
evaluated throughout the test with the Moxy monitor device, which was positioned in the
seventh right intercostal space. The exercise protocol consisted of I-min rest, exercise
phase to 30 watts initial and progressive increase 15 watts per minute until obtaining
detentions criteria. The subjects were keeping a 70 — 90 cadences. A one-way ANOVA
and Dunett test were used to detect changes intragroup, and two-way ANOVA for
measure repeat for intergroup comparison. Significant main effects were followed-up by

Bonferroni post-hoc procedures. Significance was set at #<0.05.

RESULTS:

Respect to SmOg-m.intercostal muscles behavior, both groups there is a significant
difference in rest to VOo-peak phase p<0.0001 and p=0.0098, however only women have
significant differences between rest and VI'2 (p=0.0001). In the associations, the VE was
associated with the SmOg-m.intercostal in women (r=0.69, p=0.05) and with SmOo-
m.intercostal in men (r=0.89, p=0.00013). The RR only was associated with SmOo-
m.intercostal in women (r=0.72, p=0.04) and V't only was associated with SmOq-m.intercostal

in men (r=0.88, p=0.001).

CONCLUSION:

We conclude that men and women significantly decrease to SmOg-m.intercostal at the
maximum intensity of exercise, however both had different behavior. Women were
associated with RR and men were associated with Vt. In future research, we propose to

evaluate the impact of respiratory muscle training on the SmQOq-m.intercostal.
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oxigenacion muscular.

Cynthia Rojas Munoz?, Magdalena Chamorro Gine!, Maximiliano Espinosa Ramirez?.
RESUMEN

El aumento del frabajo respiratorio (work of breathing, WOB)
es uno de los problemas kinesiologicos frecuentes en el
quehacer clinico. Un desafio profesional es contar con valores
de variables fisioldgicas que permitan objetivar el WOB
facilitando asi su interpretacion entre los diferentes
profesionales de la salud. El uso de dispositivos portatiles que
registran la longitud de onda cercana al rango infrarrojo (680-
820 nm, Near Infrared Spectroscopy (NIRS)) en musculos
superficiales permite obtener valores de hemoglobina total
unida a oxigeno (tHb) y oxigenacion muscular local (SmO2),
variables relacionadas al trabajo muscular pues reportan el
flujo sanguineo en la microcirculacién y consumo de oxigeno
local, respectivamente. Estos dispositivos situados en
musculatura intercostal nos informan el WOB asociado a la
respiracion. Para evaluar esto, se analizd el comportamiento
de tHb y SmO2 en m.intercostal en 20 corredores de maratén
durante la valoracion de consumo de oxigeno mdaximo (VO2-
mayx), instancia que implica aumento sostenido e incremental
de la ventilacion pulmonar (VE), y por tanto de la actividad
muscular respiratoria. El aumento de VE en 128,4 L'min-1 (AVE
(maximo-reposo)) implicé una disminucion en SmMO2-
m.intercostal del 34% (ASmO2 (reposo-mdaximo)), sin cambios
en tHb (p=0,805). La VE tuvo una corelacion inversa con
SMO2-m.intercostal (rho=-0.565; p=0,001). Se concluye que la
valoracién de SmO2-m.intercostal es una forma novedosa de
objetivar el WOB en sujetos sanos. Conocer la aplicabilidad
clinica requiere de ofros estudios que evalien esta
herramienta en pacientes con disfunciones
cardiorrespiratorias, lo que permitiia incorporar su uso en
nuestro desarrollo clinico profesional.

Palabras claves: Oxigenacion muscular; Respiracion; Trabajo
respiratorio.
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ABSTRACT

The work of breathing (WOB) increased is a common kinesiological problems at the
clinical practice. A professional challenge is to have values of physiological variables
that allows to objective the WOB, thus facilitating its interpretation among different
health professionals. The use of portable devices that measure by spectroscopy the
near-infrared wavelength (680-820 nm) at superficial muscles allows to obtain values of
total hemoglobin linked to oxygen (tHb) and local muscle oxygenation (SmO2),
variables related to muscle work because give information of the blood flow at the
microcirculation and local oxygen consumption, respectively. These devices located at
the m.intercostal could give information about the WOB associated to breathing. To
evaluate this, the tHb and SmO2 of the m.intercostal in 20 marathon runners were
analyzed while they doing the maximum oxygen consumption test (VO2-max), an
exercise that increase the pulmonary ventilation and the respiratory muscle activity.
The increase of V E (128,4 L'min(AVE (max-rest)) implied a decrease in SmO2-
m.intercostal (34% (A4SmO. (max-rest)), without changes in tHb (p=0.805). The VE showed
an negative correlation to SmO2-m.intercostal (rho=-0.565; p=0.001).

Itis concluded that the assessment of SmO2-m.intercostal is a novel way to measure the
WOB in healthy subjects. Their clinical applicability requires more studies that applied
this tool in patfients with cardiorespiratory dysfunctions, facilitating their incorporation in
the professional clinical practice.

Keywords: Muscle oxygenation; Respiration; Work of breathing.

INTRODUCCION

El trabajo de la musculatura respiratoria (work of breathing, WOB) corresponde a la
energia necesaria para vencer las fuerzas eldsticas y de resistencia que se oponen
alainsuflacion pulmonar (1). En la practica habitual, el aumento del WOB se asocia
al incremento en la ventilacién pulmonar (VE), aspecto condicionado al aumento
de frecuencia respiratoria (FR) y/o volumen corriente (Vc) (2). En sujetos sanos el
aumento de V E ocurre principalmente en el gjercicio fisico (ej. prueba de consumo
de oxigeno mdximo (VO2-mdx)), mientras que en pacientes con disfunciones
cardiorrespiratorias puede estar en condicion de reposo y/o exacerbacion (3)(4),
repercutiendo en un problema kinesioldgico que prioriza nuestros objetivos de
tratamiento durante la practica clinica.

A pesar de que el WOB es un problema comuin en el drea cardiorrespiratoria, su
evaluacion diaria se basa en hallazgos clinicos que le confieren subjetividad a su
valoracién dificultando asi la interpretacion entre los profesionales de la salud,
aspecto que motiva la necesidad de contar con nuevas herramientas que nos
permitan objetivar nuestras evaluaciones clinicas.

El avance tecnolégico en el drea de la fisiologia ha permitido el desarrollo de
instrumentos de fdcil interpretacién y aplicabilidad clinica. La reciente apariciéon de
dispositivos no invasivos y portdtiles que evalian los cambios en la hemoglobina
total (tHb) y niveles de oxigeno muscular local (SmO2) mediante la espectroscopia
de longitudes de ondas con frecuencias cercanas a la luz infrarroja (Near Infrared
Spectroscopy, NIRS) aparecen como una alternativa vdlida para objetivar el WOB
(5-8). Esta comunicacién reporta la aplicabilidad del uso de NIRS en musculatura
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intercostal para medir cambios en tHb y SmO- durante la prueba de ejercicio fisico
maximo (VO2-mdx) en corredores de maraton.

METODOS

Se evaluaron 20 corredores de maratdn (edad £ D.E = 22 + 2) sin enfermedades ni
antecedentes médicos relevantes. Todos fueron informados verbalmente y por
escrito acerca de la investigacidon antes de obtener la firma del consentimiento
informado. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica en seres humanos de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, siguiendo principios éticos de la
Declaracion de Helsinki.

Figura 1. Ubicaciéon de dispositivo de evaluacion de oxigenacion muscular en musculatura respiratoria
(m.intercostal).

La medicion de tHb y SmO2 de musculatura intercostal fue obtenida a través de
NIRS mediante el dispositivo MOXY® (Fortiori Design LLC, Minnesota, EE.UU), el cual
reporta la cantidad de hemoglobina total (tHb) y oxigenacién muscular tisular
hasta una profundidad mdxima de 15 mm (7). El dispositivo se ubicd en el séptimo
espacio intercostal del hemitérax derecho en linea axilar anterior (Figura 1),
siguiendo el protocolo propuesto en el estudio de Vogiatzs, et al. (9-11).

La prueba de VO2-mdax (MasterScreen CPX, Jaeguer™, Alemania) se realizd en
cinta rodante (HP Cosmos, Traunstein, Alemania) y fuvo las fases: calentamiento (5

3
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min - 8 km-hr'); ascenso (2 km-hr' cada 2 minutos; hasta criterios de VO2-mdx);
vuelta a la situacién inicial (3 min - 6 kmhr-1).

RESULTADOS

La figura 2a muestra los valores de hemoglobina total (tHb), oxigenacién muscular
(SmO2), y figura 2b la ventilacién pulmonar (VE) durante la prueba de VO2-mdax en
diferentes tiempos: reposo, umbral ventilatorio 1 (VT1), umbral ventilatorio 2 (VT2) y
mdximo. La tHb (mg - dL-1) no cambid significativamente en los diferentes tiempos
(Reposo=13,12; VT1=13,08; VT2=13,04; Mdaximo=13,00) (p-value > 0,05).
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Figura 2. Comportamiento de variables en la prueba de consumo de oxigeno (n = 20). a) Oxigenacioén
muscular (SmO2) y hemoglobina total (tHb) en musculatura intercostal. b) Ventilacion pulmonar (o
WOB). c) Correlacién entre VE y SmO2-m.intercostal.
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En comparacion al valor en reposo, la SmO2 (%) disminuyd significativamente en los
tiempos VT2 y maximo (Reposo=75%; VT1=72% (ASmO2 (Reposo-VT1= 3%); V12=65%
(ASmO2 (Reposo-VT2= 15%); Maximo=41% (ASmO2 (Reposo-Mdximo = 34%); La
ventilacién pulmonar (VE (L‘-min')) aumentd de forma progresiva y significativa en
los diferentes tiempos (Reposo=6,2 L'min'; VT1=82,3 L'min'; VT2=110,5 L'minT;
Mdximo=134,6 L'-min’'). La figura 2c muestra la correlacion inversa (rho= -0,565;
pP=0,001) entre VE y SmO2-m.intercostal, con lo que se puede inferir que mayor WOB
implica menor SmO2-m.intercostal.

DISCUSION

Esta comunicacién presenta la evaluacion objetiva no invasiva de los cambios en
la tHb y SmOz2 de la m.intercostal durante una prueba de ejercicio fisico maximo
(VO2-mdx) en 20 corredores de maratdn. Uno de los hallazgos mds importantes de
este estudio fue que durante la prueba de VO2-mdx la V E aumentd en 128,4 L-min-
1 (AVE (mdéximo-reposo)) lo que se asocid a una disminucién en SmO2-m.intercostal
del 34% (ASMO: (reposo-mdaximo)), sin cambios en tHb (p=0,805). Ademds, ambas
variables tuvieron una correlacién inversa de -0,565 (ver figura 2c¢), lo que informa
que a mayor V E existe menor SmOz>-m.intercostal, hallazgo que sustenta lo
encontrado en la literatura y evidencia el impacto del aumento del WOB sobre la
SmO2-m.intercostal (12-14). Sin embargo, al evaluar la prueba en distintos tiempos
se demuestra que el aumento incremental de la V E tiene un mayor impacto sobre
la SmO2-m.intercostal en los tiempos VT2 (ASmO2 (Reposo-VT12= 15%) y Mdaximo
(ASmO2 (Reposo-Mdaximo = 34%), complementando asi lo expuesto por Vogiatzs, et
al. (12), quienes evaluaron la SmO2-m.intercostal en é marinos durante pruebas de
senderismo y bicicleta a intensidad constante en series de 3 minutos, no
enconfrando cambios significativos en la tHb ni en SmO2; de esto se puede inferir
que el aumento del WOB disminuye la SmO2-m.intercostal en condiciones de
gjercicio sélo a intensidad elevada, posterior al V12, no tan notoriamente a
intensidades menores. Estos hallazgos encontrados en sujetos sanos motivan el
interés en evaluar la aplicabilidad de la tecnologia NIRS en pacientes con
patologias cardiorrespitatorias, donde el aumento del WOB puede estar presente
en episodios de exacerbacién o incluso en condiciones de reposo, por lo que la
evaluacién mediante NIRS parece una alternativa Util para evaluar el WOB en estos
tipo de pacientes (12-17).

Esta comunicacion es la base para que en futuros estudios se evalUe el impacto de
las intervenciones kinesioldgicas sobre la oxigenacidn muscular respiratoria y/o
periférica, aspecto relevante para incorporar en los programas de rehabilitacion
fisica, sobretodo en poblacidn donde la frecuencia cardiaca, dado Ila
farmacologia usada para mantener en control la enfermedad, deja de ser una
variable adecuada para prescribir la intensidad de ejercicio fisico.

CONCLUSION

En conclusion, el uso de la tecnologia NIRS en distintos escenarios de la practica
kinesiolégica parece ser un método Util y vdlido para objetivar WOB en sujetos
sanos. Es necesario seguir explorando esta temdtica y dar a conocer su

5

126



Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Apéndices

Kinesiologia 2019:38(1);1-7 Contreras-Bricefio y cols

aplicabilidad en el dmbito clinico, ampliando asi la posibilidad de informar a la
comunidad cientifica el impacto de nuestras terapias sobre la SmOa.

AGRADECIMIENTOS

A Miguel Carrasco, Francisco Cerda, Diego Henriquez, Gonzalo Hevia, personal
técnico del Laboratorio de Fisiologia del Ejercicio de la Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

CONFLICTO DE INTERES
Los autores de este articulo declaran no tener conflicto de interés

BIBLIOGRAFIA

1. Gunter JB. Work of breathing. Anesthesia & Analgesia. 1997;84(3):702-3.

2. Bellani G, Pesenti A. Assessing effort and work of breathing. Cument Opinion in  Critical Care.
2014;20(3):352-8.

3. American Thoracic Society. Dyspnea. Mechanisms, assessment, and management: a consensus
statement. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine. 1999;159(1):321-40.

4. Parshall MB, Schwarizstein RM, Adams L, Banzett RB, Manning HL, Bourbeau J, et al. An Official American
Thoracic Society Statement: Update on the Mechanisms, Assessment, and Management of Dyspnea. American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine. 2012;185(4):435-52.

5. Eiken O, Bjurstedt H. Dynamic exercise in man as influenced by experimental restriction of blood flow in
the working muscles. Acta Physiologica Scandinavica. 1987;131(3):339-45.
6. Kaur J, Machado TM, Alvarez A, Krishnan AC, Hanna HW, Altamimi YH, et al. Muscle metaboreflex

activation during dynamic exercise vasoconstricts ischemic active skeletal muscle. American Journal of Respiratory
and Critical Care Medicine. 2015;309(12):H2145-51.

7. McNulty CL, Moody WE, Wagenmakers AJM, Fisher JP. Effect of muscle metaboreflex activation on central
hemodynamics and cardiac function in humans. Applied Physiology, Nutrition and Metabolism. 2014;39(8):861-70.
8. Thiel C, Vogt L, Himmelreich H, Hubscher M, Banzer W. Reproducibility of muscle oxygen saturation.
International Journal of Sports Medicine. 2010;32(4):277-80.

9. Perrey S, Femrari M. Muscle Oximetry in Sports Science: A Systematic Review. Sport Medicine.
2018;48(3):597-616.

10. Crum EM, O'Connor WJ, Van Loo L, Valckx M, Stannard SR. Validity and reliability of the Moxy oxygen

monitor during incremental cycling exercise. European Journal Sport Science. 2017;17(8):1037-43.

11. Femrari M, Muthalib M, Quaresima V. The use of near-infrared spectroscopy in understanding skeletal
muscle physiology: recent developments. Philosophical Transactions. Series A, Mathematical, Physical, and
Engineering Sciences. 2011;369(1955):4577-90.

12. Vogiatzs I, Andrianopoulos V, Louvaris Z, Cherouveim E, Spetsioti S, Vasilopoulou M, et al. Quadriceps
muscle blood flow and oxygen availability during repetitive bouts of isometric exercise in simulated sailing. Journal
of Sports Science. 2011;29(10):1041-9.

13. Vogiatzs I, Athanasopoulos D, Habazettl H, Aliverti A, Louvaris Z, Cherouveim E, et al. Intercostal muscle
blood flow limitation during exercise in chronic obstructive pulmonary disease. American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine. 2010;182(9):1105-13.

14. Vogiatzs |, Athanasopoulos D, Habazettl H, Kuebler WM, Wagner H, Roussos C, et al. Intercostal muscle
blood flow limitation in athletes during maximal exercise. The Journal of Physiology. 2009;587(14):3665-77.
15. Jones S, Chiesa ST, Chaturvedi N, Hughes AD. Recent developments in near-infrared spectroscopy (NIRS)

for the assessment of local skeletal muscle microvascular function and capacity to utilise oxygen. Artery Research.
2016;16:25-33.

16. Chen §, LiY, Zheng Z, Luo Q, Chen R. The analysis of components that lead to increased work of breathing
in chronic obstructive pulmonary disease patients. Journal of Thoracic Disease. 2016;8(8):2212-8.
17. Adami A, Cao R, Porszasz J, Casaburi R, Rossiter HB. Reproducibility of NIRS assessment of muscle oxidative

capacity in smokers with and without COPD. Respiratory Physiology and Neurobiology. 2017;235:18-26.

127




Tesis doctoral - Felipe Contreras Bricefio Apéndices

8.7.2 Articulo aceptado y en prensa realizado durante el proceso de doctorado.
Sociedad Chilena de Medicina del Deporte (SOCHMEDEP) (Septiembre 2020)

REPORTE DE CASO

Oxigenacion en musculos respiratorios y locomotores durante el ejercicio maximo en dos
corredores de maraton.

Oxygenation of respiratory and locomotor muscles during maximal exercise in two marathon
runners.

Felipe Contreras-Bricefio. MSc.>®; Maximiliano Espinosa-Ramirez. MSc.?; Francisco Cerda.?;
Miguel Carrasco.?; Diego Henriquez.?; Gonzalo Hevia.?; Oscar Araneda. PhD.<; Ginés Viscor. PhD.?

aLaboratorio de Fisiologia del Ejercicio, Departamento Ciencias de la Salud, Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Avenida Vicufia Mackenna #4860, Macul, Santiago,
Region Metropolitana, Chile.

bSeccién de Fisiologia, Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia, Facultad de
Biologia, Universidad de Barcelona. Avenida Diagonal #643, Barcelona, Espaiia.

¢ Laboratorio de Biomecanica y Fisiologia del Esfuerzo, Carrera de Kinesiologia, Facultad de
Medicina, Universidad de los Andes. Monsefior Alvaro del Portillo #12455, Las Condes, Santiago,
Region Metropolitana, Chile.

Autor para correspondencia: Sr. Felipe Andrés Contreras Bricefio; Direccién: Avenida Vicufa
Mackenna #4860, Campus San Joaquin, Edificio Ciencias de la Salud, Macul, Santiago, Region
Metropolitana, Chile; Correo electrénico: fcontrerasb@uc.cl; Teléfono: +56 2 23541353

Enviado el 04 de mayo 2020 / Aceptado el 05 de septiembre 2020

Resumen:

Un elevado trabajo respiratorio (work of
breathing, @ WOB) asociado a la
hiperventilacion pulmonar durante el
ejercicio fisico puede limitar el rendimiento
deportivo en corredores de maratoén. Evaluar
los cambios del WOB durante el ejercicio
fisico maximo, como es la prueba de
consumo de oxigeno (VO,-méx), permite
conocer la intensidad de ejercicio a la cual el
WOB limita la entrega de nutrientes y
oxigeno en musculos periféricos implicados
en la locomocién. La evaluacién no invasiva
de la saturacién de oxigeno a nivel muscular
(SmO;) por medio de la interpretacion de
ondas cercanas al rango infrarrojo (Near
Infrared Spectroscopy, NIRS) es una método
novedoso y util para cuantificar el trabajo

muscular, aplicable tanto en musculatura
intercostal (SmOz-m.intercostales) para el
WOB, como en musculatura locomotora
(SmO,-m.vastus laterallis) para la carga
periférica. Asi, a medida que aumenta la
intensidad del esfuerzo fisico es esperable
una mayor disminucion en SmOy; sin
embargo, se desconoce como la estrategia
ventilatoria usada para alcanzar |la
hiperventilacién pulmonar afecta la SmO, de
estos grupos musculares, cuyo trabajo
muscular los afecta reciprocamente a través
del reflejo metabdlico. Como caso clinico,
presentamos los cambios en SmO2-
m.intercostales (WOB) y locomotora (SmO:-
m.vastus laterallis) durante la prueba de
V 0,-méx. en dos corredores competitivos de
maratén de similares caracteristicas
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antropométricas, capacidad fisica, régimen
de entrenamiento e historial deportivo. El
objetivo es entregar nueva informacién que
muestre como la estrategia ventilatoria
adoptada durante el ejercicio puede limitar
el trabajo muscular periférico realizado.

Palabras claves: Ejercicio, Oxigenacion
muscular, Respiracién, Trabajo respiratorio.

Abstract:

A high work of breathing (WOB) associated
with pulmonary hyperventilation during
physical exercise, may limit sports
performance in long-distance runners (e.g.
marathon). The assessment of changes in
WOB during maximal oxygen consumption
test (VO,-méx.) allows knowing the intensity
of exercise at which the higher WOB limits
the delivery of nutrients and oxygen in
muscles involved during locomotion. The
non-invasive  assessment of  muscle
oxygenation (SmO3) by the interpretation of
wavelengths of near-infrared range (Near-
Infrared Spectroscopy, NIRS) is a useful and
new method to quantify muscle work, used
at intercostal muscles (SmO2-m.
intercostales) to the WOB, and at locomotor
muscles  (SmO;-m.vastus laterallis) to
external load. Thus, as the intensity of
exercise increases, a higher decrease in SmO;
is showed. However, until now is unknown
how the ventilatory strategy used to achieve
pulmonary hyperventilation affects the
SmO: of these muscle groups, whose muscle
work affects them reciprocally through the
metabolic reflex.

As a report-case, we present the changes in
SmO2-m.intercostales (WOB) and peripheral
(SmO,-m.vastus laterallis) during the VO,-
max. test. in two competitive marathon
runners with similar  anthropometric
characteristics,  physical  performance,
training regimen and sports history. The

objective is to give new information for
identifying that the ventilatory strategy used
during exercise can affect the local
oxygenation in muscles with high demand
during exercise. To evaluate this aspect,
helping to coach improving the exercise
performance in their athletes.

Introduccién

En pruebas fisicas de larga distancia,
corredores de maratén con mayor capacidad
maxima de consumo de oxigeno (V0,-méx)
han mostrado mejor rendimiento deportivo
(1)(2). Para alcanzar un elevado VO, se
requiere aumentar el flujo sanguineo (Q) en
musculos implicados en el gesto deportivo
(ej. m.vastus laterallis, m.tibialis anterior,
etc.), asegurando asi la entrega de nutrientes
y oxigeno, y depurando metabolitos
provenientes de la contraccion (3). Por otra
parte, se requiere aumentar la ventilacion
pulmonar (VE) con el objetivo de asegurar la
hematosis sanguinea (4). Para esto, se
requiere mayor accion de musculos
respiratorios (ej. m.intercostales, m.serratus
anterior, etc.), incrementando el trabajo o
costo energético asociado a la respiracion
(work of breathing, WOB) desde un 3 al 5 %
hasta 15% en deportistas (5) y 20-25% en no
entrenados (6). Un mayor WOB conlleva la
disminucién del Q en musculos locomotores
(reflejo metabdlico), fendmeno implicado en
la limitacién del rendimiento deportivo (7).

El aumento en la VE se debe a una mayor
frecuencia respiratoria (Fr) y/o volumen
corriente (Vc) (8). La estrategia ventilatoria
usada en el ejercicio varia dependiendo del
sexo (9), la disciplina deportiva (10) y el
modo de ejercicio (11), entre otros. Hasta el
momento se desconoce el impacto que
tienen las diferentes estrategias ventilatorias
adoptadas durante el ejercicio sobre el WOB.
Esto es relevante pues para optimizar el
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rendimiento deportivo, los atletas deberian
ser capaces de realizar la hiperventilacién
pulmonar usando aquella estrategia
ventilatoria que implique el menor gasto
energético o WOB, porque de esa manera no
se limita la entrega de nutrientes y oxigeno
en musculos locomotores, aspectos
esenciales para mantener la actividad
contractil propia del gesto deportivo.

Una forma reciente de evaluar el trabajo
muscular es cuantificando los cambios en la
oxigenacion local (SmOz2), utilizando la
tecnologia de espectroscopia de luz cercana
al rango infrarrojo (Near-Infrared
Spectroscopy, NIRS) (630-850 nm). Asi, la
evaluacion de la SmO; en musculos
intercostales  (SmOj-m.intercostales) vy
locomotores  (SmO,-m.vastus laterallis)
permite la cuantificacién del WOB y carga
periférica, respectivamente. Nuestro grupo
de investigacion reporté recientemente la
confiabilidad en la evaluacién de la SmO»-
m.intercostales y SmO,-m.vastus laterallis
durante el ejercicio fisico maximo e
incremental, siendo excelente en ambos
grupos musculares en altas intensidades de
ejercicio, donde a su vez se alcanzan los
mayores valores de VE y homogeneidad en
las estrategias ventilatorias adoptadas en el
ejercicio reflejado en los cambios de
variables ventilatorias (Fry Vc) (12).

Con el objetivo de mostrar cémo la
estrategia ventilatoria adoptada durante el
ejercicio afecta el trabajo muscular periférico
realizado durante una prueba fisica
incremental y maxima, se presenta este
reporte de casos en donde se muestran los
cambios de la SmO2-m.intercostales, como
reflejo del WOB; SmO2-m.vastus laterallis,
como reflejo de la carga periférica; vy
variables ventilatorias (VE, Fr, Vc) en dos
corredores de maratéon con similares

caracteristicas antropométricas (peso, talla,
IMC) y rendimiento fisico (V0,-mdax) durante
la prueba de VO,-méx.

Metodologia

Sujetos

En este reporte de caso participaron dos
corredores competitivos de maratén.
Deportista 1: Vardn (24 afios, 60 kg, 174 cm)
con volumen de entrenamiento habitual de
105 km semanales. Mejor tiempo en
maratén de 2 horas, 30 minutos, 20
segundos. Deportista 2: Varén (24 aios, 61
kg, 175 cm) con volumen de entrenamiento
habitual de 102 km semanales. Mejor tiempo
en maratén de 2 horas, 32 minutos, 15
segundos. Ambos deportistas firmaron el
consentimiento  informado antes de
comenzar la evaluacién, la cual se realizé en
el Laboratorio de Fisiologia del Ejercicio de la
Pontifica Universidad Catdlica de Chile por
personal especializado. Este proyecto fue
aprobado por el comité de ética de la
Pontificia Universidad Catdlica de Chile (n2
180305007), considerando la Declaracién de
Helsinki referente a la experimentacién en
humanos estando en concordancia a
estandares éticos sugeridos por Harris,
Macsween y Atkinson (13).

Mediciones

Los participantes no realizaron actividad
fisica en las 24 horas previas a la evaluaciéon
y se les instruyd suspender la ingesta
alimentaria por al menos 3 horas previas. La
medicion consisti6 en una prueba de
consumo de oxigeno maximo (V0,-méx.) en
condiciones controladas de Laboratorio (t®
ambiental 22422 Celsius, humedad relativa
401+2%) en un ergémetro de cinta rodante
(HP Cosmos™, Traunstein, Alemania) hasta el
agotamiento voluntario. El protocolo
consistié en 5 minutos a 8 km-hr! como fase
de calentamiento, posterior aumento de 2
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km-hr cada 150 segundos como fase central
del ejercicio, hasta obtener criterios
establecidos de detencidn de la prueba (14).
La pendiente de la cinta rodante se mantuvo
constante en 2%. Durante la evaluacidn, se
registr6 la frecuencia cardiaca (FC),
saturacion de pulso (Sp0Oz), variables
ventilatorias (VE, Fr, Vc) y sensacién
subjetiva de esfuerzo. Los datos respiratorios
se analizaron respiracion por respiracion
utilizando espirometria de circuito abierto y
se expresaron en condiciones STPD
(MasterScreen CPX, Jaeger™, Alemania).

Saturacion muscular de oxigeno (SmO;)

El registro de la SmO, y hemoglobina total
(THb) fue en forma simultinea en
m.intercostales y m.vastus laterallis durante
la prueba de VO,-méax en cinta rodante,

utilizando dispositivos MOXY® (Moxy,
Fortiori Design LLC, Minnesota, EE. UU) el
que a través del principio de espectroscopia
de luz cercana al rango infrarrojo (Near-
Infrared Spectroscospy, NIRS) (630-850 nm)
estima la proporcion de hemoglobina y
mioglobina unida o no a oxigeno en la
microcirculacién del territorio muscular. La
posicion de los dispositivos se basd en
protocolo utilizado previamente por nuestro
grupo de investigacion (12). Asi, en
m.intercostales el dispositivo se ubicé en el
séptimo espacio intercostal del hemitérax
derecho en linea axilar anterior (Figura 1a); y
en m. vastus laterallis se ubicé 4 cm externo-
lateral al punto medio entre la espina iliaca
antero superior y el borde superior de la
patella (Figura 1b).

Figura 1. Ubicacion de los dispositivos de mediciéon de SmO..
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Andlisis de datos

Para la adecuada recoleccion de
informacién, se sincronizé el inicio de
registro de las variables obtenidas en el
ergoespirometro y la SmO,. Asi, se realizé un
registro inicial de 90 segundos, seguido de
180 segundos correspondientes a la fase
reposo. Para el andlisis de datos se
seleccionaron las fases umbral ventilatorio 1
(VT1) o umbral aerdbico, umbral ventilatorio
2 (VT2) o umbral anaerdébico o punto de
compensacion respiratoria, y valor maximo
de VO;-méx. La determinacién de los
umbrales se realizd mediante el método
visual por dos evaluadores experimentados y
ciegos a las mediciones.

El maximo valor alcanzado en la prueba se
identific6 como fase de VO,-méx.
considerado como el valor mas alto de los
ultimos 30 segundos obtenidos durante la
prueba incremental de esfuerzo maximo,
considerando un indice valido de VO;-méx.
en sujetos que ejercen su limite de tolerancia
al esfuerzo (15). Los valores de las variables
de interés corresponden al promedio de los
ultimos 30 segundos de las fases: Reposo,
VT1, VT2, y VO,-méx. (16).

Los valores de SmO; presentan variabilidad
entre grupos musculares principalmente
porque en su andlisis se incluye tanto la
cuantificacion de hemoglobina como

mioglobina (correspondiente alrededor del
30 a 50% de la sefial), cuya concentracion es
variable dependiendo de las caracteristicas
morfolégicas y estructurales de los
diferentes grupos musculares, por lo que en
la literatura cientifica no existen valores de
normalidad como referencia. Con la finalidad
de visualizar adecuadamente el
comportamiento intra y entre grupos
musculares evaluados en los deportistas, se
realizé la estandarizaciéon de los valores
obtenidos mediante el traspaso a unidades
normalizadas o arbitrarias (SmO;-
m.intercostales (u.n) y SmO,-m.vastus
laterallis (u.n)), considerando el valor en
etapa Reposo de cada grupo muscular como
referencia y asignacion de valor 1.0. Los
cambios obtenidos en el resto de las etapas
se expresan proporcionalmente respecto a la
etapa Reposo. Con la finalidad de visualizar
como la diferente estrategia ventilatoria
usada por los deportistas afecta la
oxigenacion de los grupos musculares
evaluados, se presenta los cambios de la
relacién o razén entre SmO2-m.intercostales
(u.n) / SmO2-m.vastus laterallis (u.n) en las
etapas respectivas.

Resultados

La Tabla 1 muestra los valores de SmO; y THb
en las fases Reposo, umbral ventilatorio 1
(VT1), 2 (VT2), y VO2-méx.
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Tabla 1. Valores de variables.

Fr: frecuencia respiratoria.

Deportista 1 Deportista 2
VO2-méx
Absoluto, (mL-min?) 4278 4416
Relativo, (mL-kg*-min-1) 71.3 72.4
SmO:2-m. intercostales, %
Reposo 67 75
VTl 62 80
VT2 47 82
Méximo 37 45
A(Reposo-Mdximo) 30 30
SmO,-m.intercostales, u.n
Reposo 1.00 1.00
VTl 0.92 1.06
VT2 0.70 1.09
Mdéximo 0.55 0.6
A(Reposo-Maximo) 0.45 0.40
SmO,-m.vastus laterallis, %
Reposo 60 63
VTl 42 45
VT2 20 26
Mdéximo 15 17
A(Reposo-Maximo) 45 46
SmO2-m.vastus laterallis, u.n
Reposo 1.00 1.00
VTl 0.70 0.71
VT2 0.33 0.41
Méximo 0.25 0.27
A(Reposo-Mdximo) 0.75 0.73
VE, L'-min!
Reposo 9 8
VTl 43 41
VT2 88 92
Mdéximo 166 168
A(Méximo-Reposo) 157 160
Ve, L
Reposo 0,642 0,533

V02-méx: consumo de oxigeno maximo; SmO2: saturacién muscular de oxigeno; VE: ventilacién pulmonar; Vc: volumen corriente;
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La Figura 2 muestra los cambios absolutos de La Figura 3 muestra los cambios
estas variables en la evaluacion de VV0,-max estandarizados (u.n) en la evaluacién de
en los grupos musculares evaluados. VO-méx en los grupos musculares
evaluados (3a y 3b), y la relacién entre ellos
(3c).
® SmO,
m. intercostales AT m. vastus laterallis
a) Deportista 1
100 r14 100 r14
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Figura 2. Valores absolutos de saturacién muscular de oxigeno (%) y hemoglobina total (mg-dL?)
durante la valoracién de consumo de oxigeno maximo en m.intercostales y m.vastus laterallis. a)
Deportista 1. b) Deportista 2.
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Figura 3. Valores estandarizados (unidades
normalizadas, u.n) de la saturacién muscular
de oxigeno durante la valoracion de
consumo de oxigeno maximo en
m.intercostales y m.vastus laterallis. a)
Deportista 1. b) Deportista 2. c) Relacién
entre u.n de m.intercostales y m.vastus
laterallis de ambos deportistas.

Los deportistas alcanzaron similar capacidad
aerébica maxima (V0,-méx.) (Tabla 1). En
ambos, la SmO,-m.intercostales disminuyd
un 30% (ASmO. (Reposo-Maximo), pero
presentaron diferentes cambios en las
distintas fases (Figura 2 y 3). El deportista 1
disminuyd progresivamente este valor en
comparacion al reposo (vs. VT1; vs VT2; vs
M3ix), sin cambios en la THb (como indicador
de flujo sanguineo). En el deportista 2
aumentd la SmO,-m.intercostales hasta VT2,
para posteriormente disminuir
repentinamente, sin cambios en la THb
(Figura 2). Respecto a la SmO;-m.vastus
laterallis, ambos deportistas presentaron
similar comportamiento, disminuyendo el
valor en comparacién a la etapa Reposo (vs.
VT1; vs VT2; vs y VO,-méx.); mientras que la
THb se mantuvo constante. En cuanto a la
ventilacién pulmonar (VE), ambos presentan
similar aumento, diferenciandose en la
estrategia usada para alcanzar este valor.
Asi, el deportista 1 incrementd
principalmente la Fr, mientras que el
deportista 2 el Vc (Tabla 1). El efecto de estos
cambios se puede visualizar al estandarizar
los valores se SmO,, mediante el traspaso a
unidades normalizadas (u.n) (Figura 3),
especialmente mediante la relacion de u.n
de grupos musculares evaluados entre
ambos deportistas (Figura 3c). Asi, el
deportista 2 quien aumentd principalmente
el Vc presenta una mayor relacién u.n que el
deportista 1 quien aumentd principalmente
la Fr. Con esta informacién se puede inferir
que el aumento de la Fr conlleva mayor
desoxigenacion de m.intercostales (mayor
WOB) que el aumento de Vc hasta VT2, lo
que se revierte en condicion de maximo
esfuerzo (VO,-méx.).

Discusion
En este estudio reportamos los cambios de la
SmO;-m.intercostales, como reflejo del
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WOB, y las variables ventilatorias (VE, Fr, Vc)
en dos corredores de maratén con similares
caracteristicas antropomeétricas (peso, talla,
IMC) y rendimiento fisico (V0,-méx) durante
la prueba de VO,-méx. A su vez, reportamos
la SmO,-m.vastus laterallis como reflejo del
trabajo locomotor propio del gesto
deportivo o carga periférica. Nuestro
principal resultado es que en ambos
deportistas disminuyd la SmO,-
m.intercostales un 30% y la SmO2-m.vastus
laterallis un 46% (ASmO; (Reposo-Maximo)).
Al analizar las fases se observé que la SmO,-
m.intercostales en el deportista 1 disminuyd
durante toda la prueba, manteniendo la THb
constante. En relacién al deportista 2, la
SmO,-m.intercostales aumenté hasta VT2 y
posteriormente disminuyé abruptamente,
manteniendo la THb sin cambios en las fases.
La SmOz-m.vastus laterallis disminuyd
progresivamente en ambos deportistas, sin
cambios en la THb, lo que es proporcional a
la mayor carga periférica durante la prueba
de V0O,-méx.

Respecto a la oxigenacion de musculatura
respiratoria, los cambios registrados en el
deportista 1 concuerdan con lo expuesto por
Vogiatzis, et al. (17), quien reportd en diez
ciclistas competitivos una disminucién
progresiva durante una prueba incremental.
Lo anterior difiere a los resultados del
deportista 2, donde posterior a VT2 recién
comenzé a aparecer este fendmeno,
coincidiendo con el aumento exponencial de
la VE. Lo interesante es que ambos
mostraron diferentes estrategias
ventilatorias durante la prueba, siendo este
uno de los factores que puede tener un
impacto en los cambios del WOB. En la
literatura se ha reportado que la respuesta
ventilatoria estd condicionada inicialmente
por el Vc hasta alcanzar el 50-60% de la
capacidad vital, siendo una estrategia

eficiente y sélo limitada por la distensibilidad
pulmonar (11). En intensidades mayores, el
incremento de la VE se logra necesariamente
por aumentos en la Fr, lo que tiene un mayor
impacto en el WOB. El mayor costo
energético asociado al aumento prematuro
de la Fr, podria en un futuro asociarse a los
mayores cambios en la SmO:2-
m.intercostales, que se reflejaria en un WOB
considerablemente mayor. Lo anterior se
evidencia en nuestros resultados, donde el
deportista 1 aumentd 1.4 veces mas su Fr
respecto al reposo en comparaciéon al
deportista 2, quien aumenté 1.9 veces su Fr
respecto al reposo en VT2, el cual representa
el punto de disminucién abrupta de la SmO,-
m.intercostales.

La relacién entre unidades normalizadas de
ambos grupos musculares (Figura 3c)
permite visualizar el efecto de la estrategia
ventilatoria sobre el trabajo de ambos
grupos musculares, asi hasta VT2 el
deportista que aumenté principalmente el
Vc muestra mayor relaciéon u.n que aquel que
aumenté la Fr. Posterior a VT2, esta
diferencia desaparece ya que el ejercicio a
intensidades  elevadas se  mantiene
principalmente por aumentos en Fr(11). Esto
es muy relevante, pues en pruebas de larga
distancia como la maratén los deportistas
realizan la prueba a intensidad cercana o
levemente por debajo de VT2, evitando
aumentar la intensidad a pesar de una
presentar una “buena sensacién de
ejercicio”, pues reconocen que de hacerlo el
sustrato energético puede verse limitado
durante la extension temporal en la cual
desean finalizar la competencia. Asi, se
puede inferir que si un deportista adopta
como estrategia ventilatoria el aumento de
Vc en vez de Fr para mantener valores
elevados de VE podria ser lo adecuado pues
el WOB realizado, reflejado en menor
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desoxigenacion en m.intercostales, no
debiese disminuir el Q en musculos
locomotores, reflejado en mayor
desoxigenacion de m.vastus laterallis, lo que
podria evitar la aparicion del reflejo
metabdlico y con ello limitar el rendimiento
deportivo.

Este hallazgo es relevante para los
entrenadores, pues fundamenta la
incorporacion de entrenamiento en
musculatura respiratoria centrada en
volumen (ej. hiperpnea isocdpnica voluntaria
(SpiroTiger™)), para asi optimizar la
estrategia ventilatoria durante el ejercicio
fisico, incrementando la capacidad vital y
evitando aumentos en Fr, excepto en
condiciones maximas, y con ello hacer mas
eficiente el WOB asociado al esfuerzo fisico
(18). En nuestra opinidon esta estrategia
ofrece beneficios, optimizando la extraccién
de oxigeno de la musculatura intercostal,
mejorando el flujo sanguineo local y
probablemente permitiendo mejor
rendimiento en pruebas de largas distancias
donde la eficiencia del sistema respiratorio
puede influir en la fatiga y el rendimiento
fisico final. Sin embargo, dado el alcance
limitado de nuestros resultados y a las
caracteristicas descriptivas de nuestro
estudio, sugerimos la realizaciéon de nuevas
investigaciones con mayor numero de
participantes, para conocer si este fenémeno
es replicable en una mayor cantidad de
atletas y disciplinas deportivas. Ademas, es
importante evaluar a deportistas de sexo
femenino debido a que se han reportado
diferencias en la mecanica respiratoria entre
sexo (6), lo que podria relacionarse a mayor
WOB en ejercicio.

Conclusién
En este estudio concluimos que dos
corredores de maratéon con similares

caracteristicas antropométricas (peso, talla,
IMC) y rendimiento fisico (VO2-max),
presentan similar aumento del WOB, pero
diferentes cambios en las distintas fases de
evaluacién (reposo VT1, VT2, y VO,-méx.).
Esto puede ser explicado por las diferentes
estrategias de los deportistas para aumentar
la VE (frecuencia respiratoria (Fr) y/o
volumen corriente (Vc)). Este hallazgo
sugiere la incorporacién de entrenamiento
en musculatura respiratoria centrada en el
V¢, evitando aumentos en Fr durante el
esfuerzo fisico aerdbico, y con ello hacer mas
eficiente el WOB asociado al esfuerzo fisico.
Es necesario realizar mas investigaciones que
demuestren estos resultados y permitan
extrapolar este fendmeno en otras
disciplinas deportivas.
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