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Presentacién

La presentacion de esta tesis doctoral se realiza en forma de compendio de
articulos publicados segtin la normativa aprobada por la Comisién de Doctorado de
la Universidad de Barcelona. En la introduccién se revisan aspectos esenciales de
la disfuncién muscular en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), con el objetivo de justificar las hipétesis de trabajo de la tesis. Se analiza
la estructura-funcién muscular normal y las anomalias descritas en pacientes con
EPOC. También se revisan los mecanismos responsables de dichas alteraciones que
han sido identificados hasta estos momentos. El ndcleo de la tesis lo constituyen
cuatro articulos originales en los que el doctorando es el primer autor. Dos de ellos
publicados en revistas internacionales con un alto factor de impacto en Neumologfa.
Los restantes enviados para su publicacion en revistas internacionales. Tres de dichos
articulos se centran en el estudio del estado redox celular en el musculo esquelético
periférico de pacientes con EPOC y en sujetos sanos. Analizan las asociaciones
entre alteraciones redox musculares y la pérdida de masa muscular. Se estudia la
funcién mitocondrial en el musculo esquelético de estos pacientes con énfasis en la
ineficiencia de la fosforilacién oxidativa y su implicacién fisiopatolégica en la pérdida
de masa muscular. En estos estudios, también se ha explorado la expresién diferencial
a nivel muscular de diversos genes relacionados con la fisiopatologia de la pérdida
de masa muscular en la EPOC, entre ellos, genes moduladores de algunas citocinas
y otros relacionados con los mecanismos de sintesis y metabolismo del glutation. El
articulo restante estudia los efectos que el ejercicio agudo y el entrenamiento fisico

tienen sobre la expresion génica del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) a nivel



muscular y sobre las concentraciones plasmaticas de TNFo e Interleucina-6 (IL-6).
Este trabajo representa un primer andisis de las interacciones entre vias inflamatorias
y alteraciones en el estado redox celular. En el anexo de la presente tesis se incluyen
la editorial realizada por el Dr. Michael Reid que acompafié al primer articulo de la
tesis, publicado en el American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, asi
como una carta al editor del Dr. Peter Wagner también en relacién a dicho articulo.
Considero que ambos materiales ayudan a contextualizar el tema de la presente tesis
en el debate existente sobre la afectacién sistémica de la EPOC.

@
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Introduccién

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) se caracteriza por la
obstruccién crénica al flujo aéreo solo parcialmente reversible con la administraciéon
de broncodilatadores y que se debe a la combinacién de patologia de la via aéreay a la
destruccién del parénquima pulmonar! reconociendo como factor causal fundamental
el tabaquismo.

La EPOC afecta a m4s de 52 millones de personas en todo el mundo y causé m4s
de 2,74 millones de muertes en el afio 2000%. En los paises desarrollados es la cuarta
causa de muerte?’ y, segtin datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), se
espera que su impacto global sobre la salud se duplique en el perfiodo comprendido
entre 1990 y 2020.

La EPOC es una enfermedad crénica de progresién lenta cuyos sintomas capitales
son la intolerancia al ejercicio y la disnea que lo acompafia pudiendo ésta presentarse,
en etapas avanzadas de la enfermedad, incluso en reposo.

El concepto clasico de que la intolerancia al ejercicio se debe exclusivamente a la
disnea ocasionada por el aumento del trabajo respiratorio ha sido cuestionado durante
la dltima década, desde que se demostrara que un nimero importante de pacientes
detienen el ejercicio debido a molestias en las extremidades inferiores y no debido
a disnea*. Si bien los pacientes con EPOC presentan alteraciones en la mecénica
pulmonar, y frecuentemente en el intercambio de gases, que pueden condicionar
intolerancia al ejercicio antes de que el musculo esquelético alcance su limite de
funcionalidad, se ha demostrado la existencia de una disfuncién muscular periférica
que contribuye de manera sustancial a reducir la tolerancia al ejercicio®, cldsicamente
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atribuida dnicamente a factores pulmonares’. Algunos estudios incluso refieren que
la intolerancia al ejercicio en la EPOC tiene una mejor correlacién con la masa/
funcién muscular de miembros inferiores que con el grado de obstruccién bronquial®’.
Se ha descrito que pacientes con EPOC con una funcién pulmonar comparable,
pueden presentar diferentes niveles de tolerancia al ejercicio'®. El impacto de la
disfuncién muscular en la EPOC no solo es importante por el condicionamiento de la
tolerancia al ejercicio, sino que es también un factor asociado a una mayor utilizacién
de recursos sanitarios!!'. La pérdida de masa muscular es un predictor de mortalidad
independiente del grado de obstruccion al flujo aereo!* . Por todo esto la EPOC debe
ser reconocida como una enfermedad sistémica'’ y, en este sentido, la estadificacién
de esta enfermedad incorporando diferentes dominios de la misma (alteracién de la
capacidad ventilatoria, composicién de la masa magra corporal, tolerancia al ejercicio
y percepcién de sintomas) permite predecir de manera mds eficaz el curso evolutivo
de estos pacientes que mediciones aisladas de funcién pulmonar en reposo, como
el FEV '°. La tolerancia al ejercicio en el paciente con EPOC, sin complicaciones
cardiovasculares, debe ser analizada como un fenémeno modulado tanto por factores
pulmonares como periféricos (musculares). Su medicién contribuye, por tanto, a una
evaluaciéon de la severidad de la enfermedad més integral que la sola medicién del
funcionalismo pulmonar en reposo.

Se ha mencionado que la pérdida de peso corporal, presente en aproximadamente
un 20% de los pacientes'’, constituye un importante predictor de mortalidad'* .
Dicha pérdida de peso corporal es debida fundamentalmente a una disminucién de
la masa libre de grasa (fat free mass, FEM)'$!°  aunque el fenémeno de deplecién de la
FEM puede observarse también en pacientes con peso corporal preservado!” %! debido
a la concurrencia de fenémenos como la disminucién de masa magra, aumento de
grasa corporal y redistribucién de ambas. En consecuencia, la FFM es una variable mds
adecuada que el BMI® para la descripcién fenotipica de los pacientes con EPOC.

La FFM se relaciona de forma estrecha con la fuerza muscular en los pacientes con
EPOC??y se correlaciona no solo con la tolerancia al ejercicio a nivel de ejercicio pico®??

sino también con pardmetros de tolerancia al ejercicio a nivel de carga submaxima’.

@
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La Disfuncién Muscular en la EPOC

Se identifican 3 propiedades fisiolgicas principales cuya preservacién permite la
adecuada funcionalidad del musculo esquelético: fuerza (muscle strength), resistencia
(muscle endurance) y fatigabilidad (muscle fatigue).

La fuerza muscular se define como la capacidad de generar una contraccién
muscular de intensidad adecuada ante un estimulo contrictil. Depende del nimero y
tipo de unidades motoras reclutadas. La fuerza muscular se encuentra disminuida en

Bty en la

aproximadamente el 20-30% de pacientes con EPOC moderado a severo
mayoria de pacientes con enfermedad avanzada. Es importante destacar que la fuerza
normalizada por la masa muscular no es diferente entre sujetos sanos y pacientes con
EPOC?. Estos hechos indican que la disminucién de la fuerza se debe a la pérdida
cuantitativa de fibras musculares y no se asocia a anomalias intrinsecas funcionales en
las fibras musculares de estos pacientes?.

La fatiga muscular se define como la disminucién de la capacidad de las fibras
musculares para mantener una determinada fuerza de contraccién durante el ejecicio
prolongado y que es reversible con el reposo. Existe una cierta equivalencia entre
molestias percibidas en las extremidades inferiores durante el ejercicio en los pacientes
con EPOC y el fenémeno de fatiga muscular 42, Es interesante destacar que la fatiga
objetivada en los musculos de las extremidades inferiores en pacientes con EPOC tras
una prueba de ejercicio incremental, no se acompafa de fatiga diafragmdtica®.

Mis adn, en aquellos pacientes que presentan fatiga muscular al finalizar una
prueba de ejercicio incremental, la mejoria del FEV, tras la administracién de

broncodilatadores no mejora la tolerancia al ejercicio °.
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Por otro lado, la fatiga de miembros inferiores mejora de forma significativa después
de un programa de entrenamiento muscular’'. Los factores que modulan la fatiga
muscular son complejos, pero presentan elementos comunes con la preservacién de la
resistencia muscular.

La resistencia muscular se define como la capacidad de sostener una contraccién
frente a una carga de trabajo. Es altamente dependiente de la capacidad de transporte y
consumo de oxigeno del organismo y se halla claramente alterada en los pacientes con
EPOC?*3*. Coronell y colaboradores** demostraron que la disminucién de la resistencia
muscular en la EPOC se acompafia de fatiga. Otro hallazgo importante de este estudio
fue la presencia de una resistencia muscular reducida aun en el grupo de pacientes con
enfermedad leve o moderada, indicando que este fenémeno tiene lugar incluso en etapas
iniciales de la enfermedad. La resistencia muscular se halla intimamente relacionada
con la integridad de las funciones musculares de produccién aerébica de energia y su
integracién funcional con el aparato contractil del mdsculo. Ello explica la mejorfa de
la resistencia (y de la tolerancia al ejercicio) asociada al entrenamiento muscular?’.

Se han descrito una variedad de factores que pueden limitar la resistencia muscular
e incrementar el fenémeno de fatiga. Podemos citar, entre otros, la acumulacién de
protones derivados del metabolismo glicolitico a partir de la produccién de 4cido
lactico®, concentraciones anormalmente elevadas de fésforo inorgdnico derivado de
la hidrélisis de ATP*, la elevacién de los niveles intracelulares de magnesio derivado
de la hidrélisis del MgATP?" y la acumulacién de especies reactivas de oxigeno
(ROS)’8. Un inadecuado flujo sanguineo a los musculos en actividad puede influenciar
el desarrollo de fatiga muscular. La preservacién del flujo sanguineo adecuado en
la microcirculacién muscular es importante no solo para asegurar un transporte
adecuado de oxigeno, sino que también es clave para la eliminacién de metabolitos
potencialmente involucrados en el desarrollo de fatiga muscular®.

ESTRUCTURA Y FUNCION DEL MUSCULO SANO

Las células que conforman el musculo adulto son en un 90 % fibras musculares
diferenciadas. El otro 10 % corresponde a células satélite encargadas de la regeneracién

celular, necesaria para los procesos de crecimiento y reparacién del dafio muscular.
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La Disfuncién Muscular en la EPOC

Durante un estimulo contrictil, la onda de despolarizacién generada a nivel de
la placa neuromuscular de las fibras musculares que componen la unidad motora se
propaga a través del reticulo sarcopldsmico. Este es una compleja estructura tubular
interconectada longitudinal y transversalmente, de forma que permite la expansién de
la onda de despolarizacién desde la superficie celular al interior de la fibra muscular.

La unidad funcional contractil de la fibra muscular es la sarcémera. A grandes
rasgos, esta unidad funcional se compone de protefnas contractiles como la miosina
(aproximadamente 60 % de las proteinas), la actina y la tropomiosina. Cada una de
estas protefnas cumple una funcién clave en la contraccién muscular. Los filamentos
de actina (filamentos finos) y miosina (filamentos gruesos) estdn involucrados
primariamente en el proceso de contraccién muscular, en el que tiene un papel central
la liberacién de calcio iénico (Ca**) desde el reticulo sarcopldsmico. La liberacién
de Ca** genera una serie de cambios de conformacién en las miofibrillas que culmina
cuando los puentes de los filamentos de miosina son atraidos a los sitios activos de la
hélice de actina. El acortamiento se produce por accién de los puentes de miosina que
se mueven permitiendo el deslizamiento de los filamentos de actina por sobre los de
miosina. En este proceso se consume energia provista por la hidrélisis de adenosina tri-
fosfato (ATP). Asi, durante el proceso de contraccién muscular, la energia quimica del
ATP se transforma en energia mecdnica. Cuando el musculo deja de ser estimulado, el
flujode Ca** cesa, éste esnuevamente transportado al interior del reticulo sarcopldsmico
y se produce el desacoplamiento de los puentes de actina-miosina.

Aunque la célula contiene otros compuestos de alta energia, el ATP es el m4s
importante. Con la hidrélisis de ATP, la concentracién celular de adenosina di-fosfato
(ADP) y fésforo inorgdnico aumentan de forma proporcional. Este cambio estimula
rdpidamente la utilizacién de los depdsitos de nutrientes y la respiracién muscular para
proveer energia necesaria para la re-sintesis de ATP, a partir de la utilizacién de lipidos
y carbohidratos. La fosfocreatina (PCr) es también una molécula de depésito celular
con un alto valor energético, que tiene un papel crucial en la transicién entre el
ejercicio de baja intensidad al de alta intensidad. No obstante, los depésitos de energia
en forma de ATP y PCr son rdpidamente consumidos de modo que, ante situaciones
que suponen un continuo uso de energia, como la contraccién muscular continuada
que tiene lugar durante el ejercicio, los depdsitos celulares de energia (ATP y PCr)

son dependientes de la capacidad de resintesis del sistema.
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En el proceso de generacién de energia celular la glucosa tiene un papel central
como nutriente. La hidrélisis de la glucosa, presente en forma libre o formando
polimeros de glucégeno en el interior de la célula muscular, es llevada a cabo por un
nimero de reacciones enzimdticas, conocidas como glucélisis, que tienen lugar de
forma secuencial en el citoplasma celular. En ausencia de oxigeno el producto final
de la glucdlisis es el acido l4ctico, mientras que en presencia de oxigeno es el dcido
pirdvico. Estas dos vias de un mismo proceso se denominan glucélisis anaerébica y
aerébica, respectivamente.

El piruvato, no asi el lactato, puede ser transferido al interior de la mitocondria, y una
vez convertido en acetil coA, ingresa en el ciclo de los 4cidos tri-carboxilicos (ciclo de
Krebs) produciéndose diéxido de carbono (CO,), nicotinamida di-nucleétido reducido
(NADH) y flavina adenina di-nucledtido reducido (FADH,). El NADH y FADH,
generados es este proceso catabdlico de nutrientes celulares son moléculas ricas en
energfa puesto que contienen electrones transferibles, cuya liberacién, genera un gran
potencial energético a nivel de la cadena respiratoria ubicada en la membrana interna
de la mitocondria. En este proceso, también conocido como fosforilacién oxidativa, los
electrones transportados por el NADH y FADH, son transferidos a la coenzima Q por el
complejo I y II de la cadena respiratoria mitocondial respectivamente. Posteriormente,
se transfieren a una serie de proteinas transportadoras de electrones que contienen
hierro (Fe) denominadas citocromos. Con la aceptacién de electrones, el Fe de los
citocromos pasa a su forma reducida, y se forma NAD* y FAD que son reciclados para
su posterior reutilizacién en el metabolismo energético. El dltimo citocromo de la
cadena respiratoria (citocromo oxidasa) transfiere sus electrones a un 4tomo de oxigeno.
La oxidacién se completa cuando un d4tomo de oxigeno con dos electrones libres se
une a dos protones (H*) para formar una molécula de agua. Con la transferencia de un
electrén a través de cada uno de los citocromos de la cadena se almacena un protén
en el espacio comprendido entre las membranas interna y externa de la mitocondria
generando un gradiente de protones entre el espacio inter-membrana y el interior de
la mitocondria. Esta energfa potencial se utiliza para la sintesis de ATP y, en dltimo
término, la re-sintesis de PCr, los dos principales depdsitos energéticos celulares.

De esta forma, en condiciones anaerébicas el producto final de la hidrdlisis de
la glucosa es el 4cido l4ctico, mientras que en condiciones aerdbicas, la hidrélisis de

la glucosa culmina con la formacién de CO,, agua y energia (ATP). La via aerébica
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comprende, ademds de los procesos enzimdticos del ciclo de Krebs, la fosforilacién
oxidativa (Figura 1). Por cada molécula de glucosa hidrolizada en condiciones
anaerébicas se producen dos moléculas de ATP. Esto contrasta de forma dramdtica con
las 36 moléculas de ATP que se producen por cada molécula de glucosa hidrolizada
en condiciones aerdbicas. La glucélisis anaerobica debe analizarse como una via
vicariante para la generacién celular de energia que tiene utilidad Gnicamente de
forma transitoria. La descripcién fisiolégica efectuada nos indica la importancia del
acoplamiento del transporte de oxigeno con el adecuado funcionalismo mitocondrial
(fosforilacién oxidativa) y los requerimientos energéticos celulares, especialmente

durante el ejercicio sostenido.

CITOPLASMA MITOCONDRIA

Aminoéacidos Acidos grasos
lactato (2) 2NAD* Membrana externa

piruvato (2) sesssssssasass

2ATP
2n0p — 1
fosfoenolpiruvato (2) Membrana interna
2-fosfoglicerato (2)

3-fosfoglicerato (2)

2ATP
o=t 2NADH FADH,
3-fosfoglicerifosfato (2)
2Pi
2NAD*
G1Iiceraldehido 3-P(2) NADH-+H*
Fructosa 1,6 -dI P
ADP 1
ATR Fructosa 6 - P H*
ADP ATP
ADP Glucosa GR— P H He 0, _HoO
ATE Gl p e* et {[citc ]
ucosa  Glycosa 1-P e et ST
% o
Glucogénesis Pi e, H
s H* H* H* H* H*
. g Glucégeno
Aminoécidos

Figura 1. Esquema del metabolismo celular. La produccién de energia en forma de ATP comprende la utilizacién de nutrientes como
4cidos grasos, aminoécidos e hidratos de carbono, fundamentalmente glucosa. La hidrélisis de la glucosa comprende una serie de
reacciones metabdlicas que tienen lugar en el citoplasma celular (glucélisis) y en la mitocondria. En presencia de oxigeno (glucdlisis
aerébica) las reacciones que tienen lugar en el citoplasmas tienen como producto final al piruvato, en ausencia del mismo (glucélisis
anaerdbica), el producto final es el lactato. El piruvato puede translocarse al interior de la mitocondria y, una vez transformado
en acetil CoA, ingresar al ciclo de Krebs dando como productos finales CO,, NADH* + H* y FADH,. Estos dltimos dan paso a
la fosforilacién oxidativa mitocondrial que culmina con la produccién de ATP luego de una serie de reacciones quimicas que
involucran el paso de electrones a través de los diferentes complejos de la cadena respiratoria. El oxigeno molecular actia como
dltimo aceptor de electrones en esta cadena de reacciones. La produccién neta de ATP en condiciones aerébicas constituye una
via metabélica altamente eficiente en comparacién con la glucélisis anaerébica con un balance de produccién de ATP 18 veces
mayor que esta tltima.
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CAMBIOS FISIOPATOLOGICOS EN EL MUSCULO
PERIFERICO DEL PACIENTE CON EPOC

Fibras musculares

El musculo esquelético humano se compone de dos tipos de fibras: lentas (tipo I)
y rdpidas (tipo Ila y [Ix)*°, de acuerdo a sus caracteristicas contractiles. Ambos tipos
de fibras se distribuyen en proporcién similar en el musculo adulto*. Su diversidad
se basa fundamentalmente en la isoforma de la cadena pesada de miosina (del inglés
myosine hevy chain, MHC) que contienen*. Las fibras tipo I son de contraccién lenta,
reclutadas a bajas frecuencias de estimulacion, desarrollan una relativa baja tension,
tienen una gran capacidad oxidativa y son mds resistentes a la fatiga. Las fibras rapidas
tipo IIx son de contraccién rdpida, requieren una frecuencia de estimulacién alta,
desarrollan una gran tensién, dependen fundamentalmente de un metabolismo
glicolitico y son mds susceptibles a la fatiga. Las fibras rdpidas tipo Ila poseen
caracteristicas intermedias entre las tipo [ y las tipo [Ix*#. El mdsculo esquelético de
mamiferos contiene ademads la isoforma IIb*. Debido a la dificultad para diferenciar
las fibras IIx de las Ila y IIb mediante la reaccién histoquimica de ATPasa, las fibras
[Ix han sido por largo tiempo confundidas con las IIb. Ha sido gracias a técnicas de
inmunobloting que se ha clarificado la tipificacién de las fibras musculares. Se ha
demostrado la existencia de fibras IIx que contiene la isoforma IIx-MHC*# | diferente
de las [Ta-MCH y [Ib-MCH®. Asi, las fibras antiguamente identificadas como tipo IIb
en el misculo humano han sido reclasificadas como fibras tipo [Ix*74.

Existen también fibras hibridas que co-expresan diferentes tipos de MHC: [/
MHClenta+Ila-MHC (también conocidas como Ilc), y Ila+I11x*2, Estas representan

5 como las descritas en condiciones de

un fenotipo de fibras en transformacién
inmovilizacién®*, desuso® o como respuesta al entrenamiento fisico®.

Los pacientes con EPOC presentan un aumento de la proporcién fibras de tipo
II en detrimento de las tipo 71164, E] incremento de fibras tipo II se caracteriza
fundamentalmente por un aumento del nimero de fibras tipo [1x*%%% También ha
sido descrita la presencia de fibras hibridas (I/Ila y Ila/IIx) en el musculo esquelético
de pacientes con EPOC. Esto sugiere que la transicién entre tipos de fibras puede ser el

mecanismo que lleva a la redistribucién de las mismas®.
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En cuanto al tamafio de las fibras, las que presentan mayor grado de atrofia son
las fibras tipo 1Ix y las hibridas Ila/IIx®. El predominio de atrofia de fibras tipo IIx
pareceria estar indicando que el desuso no serfa la dnica causa de atrofia en este tipo
de pacientes, puesto que esta situacién se caracteriza inicialmente por atrofia de fibras
tipo I¢7. Ademas, éste tipo de cambio en la redistribucién de fibras ha sido descrito
como consecuencia a hipoxia tisular continua o intermitente®. M4s atn, en estados
patolégicos acompafiados de un desequilibrio energético, como la anorexia nerviosa,
se encuentra una atrofia predominantemente de fibras tipo 11%. De esta manera, otros
mecanismos fisiopatolégicos serfan necesarios como coadjuvantes al mero desuso
para explicar las caracterfisticas de la atrofia en pacientes con EPOC. Cabe especular
que los cambios en la distribucién de los tipos de fibras en la EPOC pudieran ser la
expresion de fenémenos de remodelaciéon muscular generados por los mecanismos que

determinan los efectos sistémicos de la enfermedad.
Alteraciones de la capilarizacién y del transporte de oxigeno muscular

El transporte sistémico de oxigeno (QO,) depende de la presién parcial del gas
(Pa0,), la concentracion y funcionalidad de la hemoglobina (Hb) y del flujo sangui-
neo (Q). Para un determinado valor de QO,, la oxigenacién de las fibras musculares
depende de dos factores principales. En primer lugar, del equilibrio funcional entre
aporte de O, a nivel de la microcirculacién y la demanda tisular de O,. El segundo
factor importante para asegurar la difusion pasiva de O, desde el capilar muscular a
la mitocondria es la existencia de un drea de transferencia adecuada (n°® de capilares
por fibra muscular) que permita vencer el gradiente de presién entre el hematie y la
pared externa del capilar”. Una vez dentro de la fibra muscular, el gradiente de PO, es
minimo debido a que la mioglobina facilita la difusién de O,. Existen datos sugestivos
de que ambos factores: desequilibrio de las relaciones aporte-consumo de O, a nivel de

57 pueden consti-

microcirculacién muscular y la capilarizacién anormal del musculo
tuir factores limitantes del aporte de oxigeno a la mitocondria en estos pacientes.
Para una determinada carga submaxima, el transporte sistémico de O, en pacientes
con EPOC no suele estar disminuido?, sino que incluso puede aparecer aumentado
en relacién a sujetos controles®*™. Ello podria ser indicativo de un aumento de las

necesidades energéticas en relacién asujetos normales o bien de un transporte/utilizacién
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muscular de O, anémalo. En el primer supuesto, la indemnidad de los factores que
determinan el transporte de O, en el musculo (equilibrio de las relaciones QO,-VO,
(consumo de oxigeno) a nivel de la microcirculacién y n® de capilares por fibra) serfa
clave para evitar la hipoxia tisular durante la actividad fisica. Desafortunadamente
el andlisis funcional de las relaciones QO,-VO, en el misculo esquelético no es ain
posible, aunque existen datos indirectos sugestivos de anormalidades a este nivel”7

Ademds de los factores descritos a nivel de transporte de oxigeno muscular, cabe
sefialar que los pacientes con EPOC avanzado pueden (en ausencia de patologia del
miocardio) presentar un incremento inadecuado del débito cardiaco vy el aporte
sistémico de oxigeno durante el ejercicio. Ello puede explicarse por el fenémeno
de atropamiento aéreo. Asimismo, algunos pacientes con EPOC pueden presentar
deterioro de la PaO, durante el ejercicio que se traducirfa en una alteracién del aporte
sistémico de oxigeno.

Estudios de microscopia electrénica” y 6ptica® demuestran un menor nidmero
de capilares por drea en el musculo esquelético de miembros inferiores de pacientes
con EPOC. El ntmero de capilares por drea mitocondrial también se encontré
marcadamente disminuido’. De igual forma, el nimero de contactos entre capilares
y fibras también est4 reducido de forma significativa en pacientes con EPOC%¢!, Por
el contrario, Richardson y colaboradores® no encontraron diferencias entre pacientes
con EPOC vy sujetos controles en lo que respecta a la densidad capilar (capilares
por drea) y al ndmero de contactos de capilares con fibras musculares. Cabe sefialar,
que los pacientes con EPOC incluidos en este estudio® habian participado de un
programa de rehabilitacién de 8 a 24 meses de duracién. Es bien conocido que el
nimero de contacto capilar-fibra muscular se incrementa con el entrenamiento en
pacientes con EPOC?. Esta disminucién del ndmero de contactos entre capilares y
fibras puede contribuir a una reduccién del transporte de oxigeno desde la circulacion
a la mitocondria fundamentalmente en situaciones de aumento de la demanda de

oxigeno como ocurre durante el ejercicio.

Alteracion de la bioenergética muscular
Diversos estudios demuestran una disminucién de la capacidad oxidativa del
musculo esquelético periférico en pacientes con EPOC. Asimismo, el potencial

energético celular (ATP y PCr) se encuentra disminuida en el musculo esquelético de
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estos pacientes®”’. El tiempo medio de recuperacién de Pcr al finalizar el ejercicio, un
proceso eminentemente oxidativo, se encuentra prolongado en el misculo esquelético
de pacientes con EPOC™,

También se observa la aparicién de un incremento precoz de la produccién de

37 condicionando un umbral

acido l4ctico durante el ejercicio en estos pacientes
lactico temprano®. Este fendmeno no se explica por la actividad de los musculos
respiratorios®! sino por la de los musculos de de las extremidades inferiores. A pesar
de que los primeros (musculos respiratorios) trabajan contra una mayor resistencia y
soportan una gran carga de trabajo, especialmente durante el ejercicio.

La acidosis por incremento precoz de los niveles de 4cido lactico durante el ejercicio
moderado genera un aumento de la demanda ventilatoria e induce la utilizacién de un
patrén respiratorio basado en un aumento de la frecuencia respiratoria, que resulta poco
favorable para el paciente por el incremento del atrapamiento aéreo. Este fenémeno,
junto con la induccién de fatiga muscular por el incremento de la acidosis, constituyen
factores importantes para explicar la menor tolerancia al ejercicio presentada por
estos pacientes. De esta forma, la disminucién del pH en la vena femoral durante el
ejercicio sub-méximo se correlaciona con el consumo de oxigeno (VO,) pico”.

Se ha mencionado la existencia de un déficit en la maquinaria oxidativa celular en
los pacientes con EPOC objetivada por una disminucién de la actividad de enzimas
oxidativas pertenecientes al ciclo de Krebs como la citrato sintetasa y la hidroxi acil-
coA deshidrogenasa®, que se correlaciona de forma significativa con el VO, pico. En
este sentido, el inicio precoz de la produccién de 4cido l4ctico a niveles moderados de
ejercicio puede explicarse por diversos fenémenos como la alteracién del transporte
muscular de O,, el reclutamiento de fibras tipo II, de metabolismo predominantemente
anaerébico, o la disminucién de la capacidad oxidativa del miocito. Aspecto, este
Gltimo, en el que se profundizar4 en la presente tesis.

La alteracién de las relaciones transporte/utilizacién de O, se asocia a una
disminucién de la eficiencia del musculo esquelético de estos pacientes. Asi, la
relacién fésforo inorganico/fosfocreatina (Pi/PCr) durante el ejercicio submdaximo se
encuentra incrementada en el musculo esquelético de los pacientes con EPOC en
relacién a sujetos normales™.

Asimismo, estos pacientes presentan mayor consumo de oxigeno en las extremidades

64,74

inferiores a igual carga de submdxima®7 que podria explicarse por el aumento del
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porcentaje de fibras tipo II. En este sentido, existe evidencia convincente de que el
coste energético del trabajo generado por el musculo es dependiente del tipo de fibras
siendo las fibras tipo II las de menor eficiencia con un mayor coste energético por
unidad de trabajo®. El aumento de la actividad de la citocromo oxidasa®, dltimo
aceptor de electrones, es consistente con el incremento del consumo de oxigeno a

igual carga observado en estos pacientes.
Pérdida de masa muscular

Dependiendo de la poblacién estudiada, entre 17 y 35% de los pacientes con EPOC
presentan pérdida de peso! 720218586 | a asociacion entre pérdida de peso y severidad de la
EPOC es ampliamente reconocida. El peso corporal se correlaciona de manera positiva
con la tolerancia al ejercicio en estos pacientes®®. Mas aun, la pérdida de peso se
asocia a un incremento del nimero de hospitalizaciones secundarias a exacerbaciones®’
y a una disminucién de la supervivencia de estos pacientes!%%-1,

La pérdida de peso corporal en esta poblacién de pacientes tiene lugar
fundamentalmente a expensas de la masa muscular®®. Ademsds, la pérdida de masa
muscular influye directamente en la capacidad de desarrollo de fuerza del mdsculo’?%%3

892092 de manera independiente del grado de obstrucciéon

y en la tolerancia al ejercicio
bronquial expresado por el FEV ** y de manera mds adecuada que el BMI®. Asimismo,
la disminucién de la masa muscular constituye un mejor predictor de calidad de vida

Bil4 que el peso corporal. De esta forma, el

relacionada con la salud” y de supervivencia
andlisis de la composicién corporal en al menos dos compartimientos, el tejido graso
(del inglés fat mass, FM) y el tejido libre de grasa (FFM) que representa la masa de tejido
metabélicamente activo (higado, intestinos, sistema inmune y fundamentalmente tejido
muscular contréctil) mds los fluidos y sélidos extracelulares, aporta una aproximacién
mas adecuada para la evaluacién del contenido de tejido muscular.

17120 pudiendo

Ladisminucién de laFFM se presentaenun 18 a36 % de estos pacientes
incluso presentarse en un 6 a 21 % de pacientes con peso corporal normal!’?%?!, La
medicién de la FEM mediante bioimpedancia eléctrica, constituye un procedimiento
sencillo y proporciona una variable clinica m4s adecuada para evaluar la pérdida de

masa muscular?*** en los pacientes con EPOC.

22



La Disfuncién Muscular en la EPOC

CAMBIOS ETIOPATOGENICOS DE
LA DISFUNCION MUSCULAR EN LA EPOC

A pesar de ser la disfuncién muscular el efecto sistémico de la EPOC mds
extensamente estudiado, los mecanismos etiopatogénicos que la condicionan no
estdan ain del todo aclarados. Es importante resaltar que estamos ante dos fenémenos
conceptualmente diferenciados aunque posiblemente relacionados entre si: a) el
funcionamiento muscular anémalo; y, b) la pérdida de masa muscular que ocurre
en un subgrupo de pacientes. Diversos estudios de revisién”?? han caracterizado las
alteraciones del musculo esquelético periférico de los pacientes con EPOC y han

identificado la naturaleza multifactorial del problema.
Alteraciones en el recambio proteico

Diversos estudios demuestran alteraciones en el recambio proteico en la EPOC?,.
La determinacién de si la pérdida de masa muscular en los pacientes con EPOC se
debe a una disminucién de la sintesis proteica, a un aumento de la degradacién, o a
ambos factores resulta de cabal importancia por su implicacién en la identificacién
de los mecanismos intimos del proceso y por las eventuales implicaciones en el
tratamiento. Se han identificado anomalias tanto en la sintesis proteica® como a
nivel de la regulacién de la protedlisis'®. El papel del sistema proteolitico ubiquitin-

101-103 ey el equilibrio entre sintesis y degradacién de protefnas musculares

proteasoma
no ha sido aun explorado en la EPOC.

Losniveles de insulina, de hormona de crecimiento (GH), del factor de crecimiento
simil-insulina (IGF-1) y de otras hormonas anabolizantes favorecen la sintesis
proteica, fundamentalmente a nivel muscular aumentando la sintesis e inhibiendo

106105 Algunos estudios encuentran niveles disminuidos de

la degradaciéon proteica
IGF-1 en la EPOC!. Estos cambios hormonales han sido relacionados con la accién
de diversos factores inflamatorios, alguno de los cuales se encuentran presentes en
concentraciones anormalmente elevadas en la EPOC!Y". La infusién de IL-1 y TNFa
en animales se asocia a una disminucién de los niveles circulantes de IGF-1 y a una
reduccién de la sintesis proteica!®. A su vez, la exposicién a TNFa inhibe la sintesis

proteica inducida por IGF-11%,
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Por otra parte se han descrito niveles anormalmente bajos de testosterona en
pacientes con EPOC!'®. La administracién de diversas hormonas como la GH!"''!12 o la
testosterona'$!3 115 ha generado un incremento de la masa muscular y de la capacidad
de generacién de fuerza, sin cambios significativos en la resistencia muscular y la
tolerancia al ejercicio.

Trastornos nutricionales

La pérdida de masa muscular es el mecanismo principal de pérdida de peso
observada en la EPOC?, mientras que la pérdida de masa grasa contribuye a ésta en
menor medida?®. Es importante diferenciar los términos “malnutriciéon” y “caquexia”.
El primero constituye un trastorno asociado a la disminucién de la ingesta calérica con
una tasa metabdlica disminuida y buena respuesta al soporte nutricional. En este caso
existe una conservacioén relativa de la masa muscular. El término “caquexia” es, en
realidad, el que m4s se ajusta al fendmeno que tiene lugar en la EPOC. La caquexia se
caracteriza por una tasa metabdlica elevada sin una disminucién de la ingesta caldrica,
su origen es menos claro y la respuesta a los suplementos caléricos es pobre. En este
caso la pérdida de peso se asocia a una pérdida concomitante de masa muscular. Existe
una tercera posibilidad que se presenta en un porcentaje no despreciable de pacientes
con EPOC. Nos referimos a la sarcopenia o pérdida de masa muscular que puede darse
atn en ausencia de pérdida de peso?®%?hi1t,

La disminucién de la ingesta calérica no parece ser un factor relevante en pacientes

117 El metabolismo basal se

con EPOC, excepto durante episodios de exacerbacién
encuentra incrementado en pacientes con EPOC!8, fundamentalmente en aquellos
con bajo peso'”. Este incremento se explicaba tradicionalmente por un aumento del
consumo de oxigeno por parte de los mdsculos respiratorios debido al aumento del
trabajo ventilatorio que caracteriza a la EPOC!'®. Sin embargo, recientemente se
ha demostrado que los musculos no respiratorios presentan un consumo de oxigeno
exagerado durante el ejercicio pudiendo contribuir a un aumento de la tasa metabdlica
en estos pacientes®*’. Asimismo el consumo energético necesario para la realizacién
de las actividades de la vida diaria es significativamente mayor en pacientes con EPOC
que en los sujetos control'?1?2, Este hecho explica la menor eficiencia mecénica,

definida como el coste energético para realizar ejercicio a niveles submaximos®74123,
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Un metabolismo energético elevado parcialmente compensado por una ingesta
caldrica inadecuada a estos requerimientos podria constituir una base para explicar la

caquexia en pacientes con EPOC!8,
Sedentarismo

La disnea desencadenada por el ejercicio es un elemento importante como factor
explicativo del habito sedentario que caracteriza a los pacientes con EPOC, que
conlleva una disminucién de la actividad contrictil del musculo.

El entrenamiento fisico constituye una estrategia terapéutica que permite revertir
algunas de las alteraciones musculares atribuibles al desuso muscular en pacientes
con EPOC. Este apartado, de relevancia conceptual para la tesis, serd desarrollado

posteriormente de forma m4s extensa.
Corticosteroides

La miopatia esteroidea se define por el conglomerado de cambios histopatolégicos,
bioquimicos y funcionales que ocurren a nivel muscular en individuos que han sido
tratados con corticosteroides en ausencia de otras causas de miopatia. Constituye el
efecto adverso asociado al uso de fArmacos mds frecuente a nivel muscular en la EPOC.
Ha sido descrito un efecto agudo y un efecto crénico asociado al uso de éste tipo
de farmacos. La miopatia esteroidea aguda es un efecto adverso raro, no descrito en
pacientes con EPOC, secundario a la administracién intravenosa de corticosteroides,
y se acompafia de rabdomiolisis'*#!?°. Por el contrario, la miopatia esteroidea crénica,
constituye la cldsica miopatia asociada al uso prolongado de corticosteroides por via
oral en la cual la rabdomiolisis esta ausente. Esta entidad se caracteriza por fenémenos
de atrofia difusa con afectacién predominante de fibras tipo I1x!%. Los corticosteroides
pueden afectar la produccién de protefnas contréctiles y disminuir la expresién del
IGF-1. Habrfa una relacién estrecha entre dosis y duracién del tratamiento con la
extension de los cambios estructurales y funcionales a nivel muscular.

Asi, el uso de corticosteroides por via oral de forma prolongada puede constituirse
en una causa de miopatia especifica en pacientes con EPOC. Sin embargo los cambios

estructurales descritos en pacientes cuidadosamente seleccionados en ausencia de

25



Roberto Alejandro Rabinovich « Tesis Doctoral

tratamiento corticosteroide sugiere la presencia de otros fenémenos causales en la
génesis de la disfuncién muscular asociada a la EPOC.

Hipoxia tisular e hipercapnia

La composicién adecuada de los gases respiratorios en sangre arterial constituye
una de las funciones primordiales del pulmén. La incapacidad, en forma continua
o intermitente, de mantener presiones arteriales normales de oxigeno y diéxido de
carbono son fenémenos frecuentemente asociados a la EPOC.

El papel de la hipoxia tisular, atin en ausencia de hipoxemia arterial en reposo, como
factor etiopatogénico de la disfuncién muscular en la EPOC tiene su base en numerosas
publicaciones que aportan evidencia en este sentido. La hipoxia celular, un factor que
limita la produccién energética celular, afecta claramente la sintesis proteica celular'?’.
Estd bien establecido que sujetos sanos en condiciones de hipoxia hipobdrica, como la

128129 o incremento de la actividad de enzimas

altura, presentan pérdida de masa muscular
glicoliticas con disminucién de la actividad de enzimas del ciclo de Krebs!*°. La hipoxia
produce una inhibicién aguda de la sintesis de proteinas mitocondriales”!. Adems4s la
hipoxia crénica inhibe la sintesis proteica en células musculares causando una pérdida
neta de aminodcidos y reduciendo la expresién de miosina'*%!**. Por su parte, niveles
inadecuadamente elevados de diéxido de carbono contribuyen de manera significativa
a incrementar la acidosis intracelular en el musculo esquelético. La acidosis intrace-
lular conlleva efectos deletéreos en la maquinaria enzimdtica de la célula muscular
inhibiendo la actividad de enzimas clave en el metabolismo energético'®. Estudios re-
alizados en pacientes con insuficiencia respiratoria aguda demuestran niveles disminui-
dos de ATP y fosfocreatina intracelulares'®. Ademds, la incubacién de musculo aislado
a niveles elevados de diéxido de carbono resulta en una disminucién de los niveles de
fosfocreatina y en la relaciéon ATP/ADP. En las exacerbaciones severas de la EPOC,
la acidosis es un fenémeno que frecuentemente acompafia a la hipoxemia. La acidosis
estimula la degradacién proteica mediada por el sistema ubiquitina-proteasoma'®. M4s
aun, la correccién de la acidosis tanto en modelos animales como en humanos reduce

139140 En este sentido la hipoxia tisular y la hipercapnia,

la tasa de degradacién proteica
continua o intermitente, puede actuar tanto como favorecedor de la pérdida de masa

muscular como a nivel del metabolismo energético muscular.
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Inflamacién sistémica

La inflamacién sistémica constituye uno de los mecanismos fisiopatolégico
mds relevantes en la génesis de la disfuncién muscular en la EPOC. Diversos
estudios demuestran alteraciones a nivel de las células inflamatorias circulantes,
fundamentalmente neutréfilos y linfocitos. Las propiedades quimiotdcticas y de
protedlisis extracelular'*!) asi como la produccién de especies reactivas de oxigeno'*?,
se encuentra incrementada en neutréfilos aislados de pacientes con EPOC. Asimismo,
la expresion de diversas moléculas de adhesion, particularmente Mac-1 en neutréfilos

43" comprometiendo el proceso de eliminacién

circulantes, se encuentra incrementada
de neutréfilos de los tejidos inflamados.

Las concentraciones plasmaticas de diversas citocinas proinflamatorias,
fundamentalmente el TNFo?b10%1#146 " a5{ como las concentraciones plasmdticas de

2L144145 - se encuentran elevadas en pacientes con EPOC. El

sus receptores solubles
TNFa, la IL-1, la IL-6 y el [Fy son las citocinas pro-inflamatorias consideradas como
efectores mds probables en la génesis de la pérdida de masa muscular en numerosas
patologfas caracterizadas por presentar sarcopenia.

La produccién de TNFa por monocitos circulantes provenientes de pacientes con

147" particularmente en el subgrupo de pacientes

EPOC se encuentra incrementada
con bajo peso'®”. El TNFa puede afectar a las células musculares de diversas mane-
ras!®. Esta citocina interrumpe el proceso de diferenciaciéon muscular!®’ mediante el
cual las células satélite musculares se diferencian, proliferan y se fusionan con otras
células, constituyendo el mecanismo fundamental de regeneracion secundaria a la
injuria muscular.

En miocitos diferenciados estudiados in witro, la exposicién a TNFo produce la
degradacién de la cadena pesada de miosina a través del sistema ubiquitin/proteasoma'“.
Se trata de un efecto mediado por la activacién del factor de transcripcion NFkB.
El TNFo puede, a su vez, inducir la expresién de otras citocinas pro-inflamatorias
contribuyendo a la amplificacién de la respuesta inflamatoria'®.

Por otro lado, el TNFa puede inducir apoptosis en diversos sistemas celulares'™
a través, por ejemplo, de promover la fragmentacién del ADN™!. La combinacién de
la reduccién de la actividad contractil asociada al sedentarismo y los elevados niveles

de TNFa podrian inducir una pérdida significativa de las células satélite.
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Se ha demostrado un aumento de la apoptosis en el musculo esquelético de pacientes
con EPOC y bajo indice de masa corporal en relacién a pacientes con peso normal y
a sujetos sedentarios sin EPOC"2.

Estrés oxidativo/nitrosativo

Una parte importante de los manuscritos que forman el cuerpo de esta tesis se
relacionan con el papel del estrés oxidativo como mecanismo etiopatogénico en
la disfuncién muscular asociada a la EPOC. Es importante la comprensién de este
mecanismo patogénico para favorecer un mejor entendimiento del contenido de
los mismos. Este apartado, de relevancia conceptual para la tesis, serd desarrollado
posteriormente de forma m4s extensa.
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Los cambios en la morfologia de la caja tordcica secundarios a la hiperinsuflacién
conjuntamente con las alteraciones de la mecdnica respiratoria que favorece el
atrapamiento aéreo, generan una alteracion en la eficacia contractil de la musculatura
inspiratoria, fundamentalmente del diafragma (disminucién de la relacién longitud-
tensién; disminucion del drea de aposicién, disminucién de la curvatura diafragmatica,
etc.). Esto impacta negativamente en la capacidad de generar fuerza y aumenta de forma
notable el trabajo respiratorio, contribuyendo, en gran parte, al desencadenamiento
de la sensacién de disnea que aqueja a estos pacientes. De esta forma, los musculos
inspiratorios se enfrentan a una sobrecarga mecdnica crénica. Asi, a diferencia de
los musculos esqueléticos periféricos, la falta de actividad no parece ser una causa
relacionada con la disfuncion de la eficacia contractil de los musculos respiratorios!>.

Existe evidencia de que el diafragma y otros musculos respiratorios expresan
diversos cambios adaptativos en respuesta a la sobrecarga mecdnica impuesta por la
enfermedad. A diferencia de lo que ocurre en la musculatura periférica en pacientes
con EPOC, el diafragma de estos pacientes presenta una mayor densidad mitocondrial
que el de sujetos de igual edad y sexo sin enfermedad pulmonar”*!'%. La actividad
de enzimas vinculadas al metabolismo aerébico se encuentra incrementado en el
diafragma de estos pacientes’’. Por ultimo el porcentaje de fibras tipo I se encuentra
incrementado en el diafragma de pacientes con EPOC mientras que el porcentaje de
fibras tipo Ila y IIx se encuentra disminuido'*®.

A pesar de las adaptaciones descritas, los musculos respiratorios de los pacientes con
EPOC muestran una disminucién de la capacidad de generar fuerza y una disminucién
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de la resistencia®® debidas al cambio en la geometria muscular impuesto por el
fenémeno de hiperinsuflacién. Los fenémenos de adaptacién que ocurren a nivel de
los musculos respiratorios, son insuficientes para restaurar la funcién muscular normal
en estos pacientes.

El resultado dltimo de las adaptaciones del musculo respiratorio y la sobrecarga
crénica es un fragil equilibrio puede verse alterado de forma progresiva o aguda en

situaciones tales como episodios de exacerbacién o complicaciones de la enfermedad.

@

30



Sedentarismo y Entrenamiento

Muscular en la EPOC

La plasticidad del tejido muscular es tal, que cambios en la carga desarrollada por el
musculo tienen un efecto dramdtico en el tamafio muscular y la capacidad metabélica de
sus fibras. El sedentarismo afecta al musculo tanto en lo que se refiere a su trofismo como
a su capacidad oxidativa. La inactividad fisica causa pérdida de masa muscular, reduce
la capacidad de generar fuerza, y disminuye el umbral de fatiga afectando la resistencia
muscular®. Asimismo genera pérdida de masa muscular debida a una disminucién de

159-161

la sintesis conjuntamente con un aumento en la degradacién proteica . Atn por
cortos periodos de tiempo, la disminucién de la actividad contrictil, resulta en una

162 El sistema ubiquitin-proteasoma parece tener

163-165

pérdida de masa muscular significativa
un papel clave en la pérdida de masa muscular secundaria a la inmovilizacién

El hecho de que el entrenamiento fisico mejore la funcién muscular en pacientes
con EPOC refuerza el concepto de que el sedentarismo es un factor importante como
condicionante de la disfuncién muscular™'%¢167 Asimismo, el entrenamiento fisico
puede incrementar de forma moderada el peso de los pacientes con EPOC a expensas
de un aumento en la FFM!6.

Hasta fines de la década de los 807, se crefa que el entrenamiento fisico solo aportaba
beneficios psicolégicos a los pacientes con EPOC!®. Actualmente la evidencia no
puede ser mis clara en el sentido de que el entrenamiento fisico mejora la tolerancia
al ejercicio y la calidad de vida relacionada con la salud en este tipo de pacientes.
Numerosos articulos cientificos lo demuestran™%!°. Al menos un documento basado
en la evidencia'” y un meta-andlisis!”? recientemente publicados avalan de forma clara

éste hecho. Desde el punto de vista fisiolégico, los pacientes con EPOC presentan
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diferencias en los mecanismos de adaptacién al entrenamiento fisico en relacién a
individuos sanos de igual edad y sexo pero sin patologia pulmonar™. Asf, los mecanismos
fisiolégicos de adaptacién al entrenamiento fisico tienen lugar fundamentalmente a
nivel muscular en pacientes con EPOC, en los que ésta estrategia terapéutica demostrd
una mejoria sustancial en la capacidad oxidativa del misculo entrenado, sin un impacto
sustancial en los mecanismos centrales (fluyjo sanguineo dirigido a los miusculos,
ventilacién minuto, transporte de oxigeno) a nivel de ejercicio pico. Por el contrario,
los individuos sanos muestran una capacidad de adaptacién fundamentalmente a
nivel de los factores centrales que gobiernan el transporte convectivo de oxigeno, a
niveles de ejercicio pico’™. Asimismo, es importante destacar que esta estrategia de
tratamiento ha contribuido a arrojar luz sobre los mecanismos que condicionan la
disfuncién muscular en la EPOC, particularmente el fenémeno de desuso muscular
provocado por el sedentarismo. Asi, el entrenamiento fisico en pacientes con EPOC
raramente alcanza a normalizar la funcién muscular por completo. Mds atn, algunas
de las alteraciones descritas en el mdsculo no son explicadas por el hdbito sedentario
de estos pacientes. Por ejemplo la inactividad fisica se asocia a una disminucién de
la actividad de la citocromo oxidasa, actividad que se encuentra incrementada en
el mdsculo esquelético de pacientes con EPOC?3. Este mismo comportamiento de
la citocromo oxidasa se encuentra en linfocitos circulantes de pacientes con EPOC,
celulas que escapan a la influencia del sedentarismo!™. Por otro lado, los cambios
morfolégicos en el misculo esquelético secundarios a la inmovilizacion se caracterizan
por una atrofia fundamentalmente de fibras tipo [ y Ila!™ a diferencia de la atrofia
muscular predominantemente de fibras tipo IIx caracteristica de los pacientes con
EPOC®.

A su vez, el entrenamiento fisico induce, en el término de 24 h, la expresién de
genes que favorecen el trofismo muscular luego de la inmovilizacién'®. La reduccién
del tamafio fibrilar puede revertirse, al menos parcialmente, con el entrenamiento
fisico’. Sin embargo estos cambios son proporcionalmente inferiores a la mejoria
de la capacidad de realizar ejercicio y a la fuerza muscular'®. Todo esto pone de
manifiesto que, aunque el sedentarismo puede claramente relacionarse con la pérdida
de masa muscular y con otros elementos que hacen a la disfuncién muscular en la
EPOC™ 166167 otros factores fisiopatoldgicos coadyuvantes son necesarios para explicar

las alteraciones observadas en los pacientes. Por este motivo el entrenamiento fisico en
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la EPOC no solo constituye una terapia dirigida a revertir los efectos del sedentarismo
sobre el musculo periférico de estos pacientes, sino que constituye una herramienta
que permite profundizar en el entendimiento de los mecanismos etiopatogénicos
responsables de la disfuncién muscular periférica que afecta a estos pacientes. Con
este espiritu, el entrenamiento muscular, se ha empleado en los diferentes trabajos
originales que forman parte de esta tesis.
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El Estrés Oxidativo/Nitrosativo como
Mecanismo Patogénico

Se entiende por estrés oxidativo/nitrosativo a la citotoxicidad causada por especies
reactivas de oxigeno (ROS, reactive oxygen species) y de 6xido nitrico (RNS, reactive

). Las especies reactivas incluyen a moléculas como el anién

nitrogen species
superdxido (O,), el peréxido de hidrdgeno (H,O,), el radical hidroxilo (OH) y peroxinitrito
(ONNO). Aunque los oxidantes se generan durante procesos biolégicos normales,
su capacidad de modificar diversas moléculas de forma perjudicial estd bloqueada
por una variedad de sistemas antioxidantes intra- y extracelulares entre los cuales se
destacan: a) sistemas enzimdticos (superéxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation
peroxidasa), b) macromoléculas (ceruloplasmina, transferrina); y, c) pequefias
moléculas (glutation, metionina, vitamina C, vitamina E). La citotoxicidad se deriva
del desequilibrio entre la produccién de ROS/NOS vy los mecanismos intracelulares
de defensa antioxidantes'”. Diversos estudios relacionan el desarrollo y la progresién
de la EPOC con un incremento de la produccién de moléculas pro-oxidantes o una
disminucién de los recursos antioxidantes celulares tanto en el pulmén como a nivel
sistémico.

Los niveles de H,O, en el aire exhalado se encuentran elevados en sujetos
fumadores y pacientes con EPOC en comparacién con ex fumadores con EPOC y
sujetos no fumadores!777. Este fenémeno se ve incrementado durante los episodios
de exacerbaciones de la enfermedad!’®. Asimismo, los macréfagos alveolares
provenientes de sujetos fumadores presentan un incremento de la produccién de
anion super6xido!™17”. Ademds, la actividad de la enzima xantino oxidasa, capaz de

generar anién superéxido y peréxido de hidrégeno, se encuentra incrementada en
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el liquido de lavado broncoalveolar y en el plasma de pacientes con EPOC vy sujetos
fumadores en comparacién con sujetos sanos y no fumadores respectivamente!8%18!,

Sujetos fumadores al igual que pacientes con EPOC presentan evidencia de estrés
oxidativo en la circulacién sistémica, particularmente durante las exacerbaciones!®?.
El tabaquismo incrementa los niveles plasmaticos de F -isoprostanos, un producto de
la peroxidacién del dcido araquidénico'®. El estrés oxidativo generado por el tabaco
contribuye a las alteraciones cardiovasculares asociadas a este habito y explican la
disfuncién endotelial sistémica presente en individuos fumadores'8!%>. El humo de
tabaco contiene componentes potencialmente dafiinos para el mudsculo esquelético
a través de diversos mecanismos, ademds del estrés oxidativo. La nicotina puede
alterar la expresién de ciertos factores de crecimiento como el TGF-B1, involucrado
en el mantenimiento de la masa muscular'®® y compite con la acetilcolina por el
receptor en la unién neuromuscular pudiendo potencialmente afectar la contraccién
muscular'®. De esta forma es licito especular en que el tabaquismo resulta en si
mismo un factor relevante en la génesis de la disfuncién muscular que caracteriza a
los pacientes con EPOC.

En orina, los niveles de F,a-1II isoprostano se encuentran elevados en pacientes
con EPOC en comparacién con sujetos sanos; estas diferencias fueron, también,
méas pronunciadas durante las exacerbaciones'®. A su vez, el ejercicio intenso
causa oxidacién del glutation plasmdtico'® e incrementa los niveles plasmaticos de
malondialdehido (MDA), otro producto de peroxidacién lipidica'®! en pacientes con
EPOC. Mis aun, este efecto del ejercicio intenso es inhibido con la administracién
de fracciones inspiradas de oxigeno elevadas'® y halopurinol®®!, un inhibidor de la
xantino oxidasa, lo que indicarfa que la hipoxia tisular constituye una posible fuente
de radicales libres durante el ejercicio mediada por este enzima.

A nivel muscular, los ROS ejercen un efecto bifdsico en la contractilidad muscular
siendoesenciales, en bajasconcentraciones, paraunnormal desarrollode fuerzamientras
que disminuyen la capacidad contrictil del musculo a altas concentraciones'”.

De esta forma, el estrés oxidativo puede tener un papel etiopatogénico en la
disfuncién muscular a dos niveles distintos. Ademds de, potencialmente interferir en
la contractilidad muscular pudiendo llevar a la fatiga precoz y a la disminucién de la
resistencia, los ROS pueden también tener un papel importante en la facilitacién de

191;192

la degradacion proteica en el musculo esquelético , modificando las cadenas de
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aminodcidos, formando agregados proteicos y rompiendo uniones peptidicas'”’. Esta

194" puede mediar mecanismos de protedlisis

modificacién de la estructura proteica
muscular'®'1%? favoreciendo la perdida de masa muscular.

Teniendo en cuenta que el dafio oxidativo proteico, y la formacién de proteinas car-
boniladas puede ser prevenido por antioxidantes como el 4cido ascérbico y el glutation,
un desequilibrio entre la formacién de ROS y la capacidad antioxidante celular puede
jugar un papel importante en la génesis de la pérdida de masa muscular en la EPOC.

Por su parte, el NO, producido en condiciones fisiolégicas, regula una innumerable
cantidad de funciones celulares mediante la modificacién post translacional de
diversas proteinas. Esto ocurre fundamentalmente a nivel de residuos de cisterna (S-
nitrosilacién). El anién superéxido, en concentraciones fisiolégicas, favorece esta
reaccién. Sin embargo, a concentraciones patoldgicas, ésta molécula interfiere en
la S-nitrosilacion al interactuar directamente con las proteinas y formando RNS al
unirse al NO. Asi, el peroxinitrito (ONNO") y otras especies reactivas de nitrégeno
(RNS) se forman por la reaccién de anién superdxido (O,) y éxido nitrico (NO).
Los RNS;, a su vez, reaccionan con residuos tirosinados de las proteinas formando
3-nitrotirosina. Este producto del estrés nitrosativo, a su vez, ha sido implicado en la
etiopatogenia de diversas enfermedades cardiovasculares. E1 NO se forma por accién
de tres sintetasas (NOS) del NO. Todas ellas se expresan en el muisculo esquelético'”.
Dos isoformas de la NOS, la tipo I (neuronal) y la tipo III (endotelial) se expresan de
manera constitutiva, mientras que la tercera isoforma, la tipo II (inducible, iNOS),
se expresa en respuesta a diversos estimulos, incluyendo citocinas, oxidantes e
hipoxia!”. La inflamacién sistémica puede inducir la expresion de iNOS en el musculo
esquelético'®. El misculo esquelético de pacientes con EPOC presenta, de hecho,

7. La produccién de NO resultante de la induccién de la

sobreexpresién de iNOS!
iNOS puede derivar en el incremento de la produccién de nitrotirosina y facilitar la
degadacién proteica mediada por el sistema ubiquitin/proteasoma'! e incrementar los
niveles de apoptosis!?®. Finalmente, la induccién de la iNOS puede también ocasionar

19 interfiriendo, de esta

una disminucién de las propiedades contractiles del musculo
forma, en la adecuada tolerancia al ejercicio.

Los oxidantes relacionados con las enfermedades humanas derivan de tres fuentes:
a) generados en procesos biolégicos intracelulares fisiolégicos; b) generados en relacién

a procesos inflamatorios; y, ¢) de origen exégeno, como seria el caso del tabaquismo.
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Aunque la mitocondria es la principal fuente potencialmente generadora de ROS,
hay diversas fuentes de produccién de ROS extra-mitocondrial como el metabolismo
prostanoide, la autooxidacién de catecolaminas, la actividad NAD(P)H oxidasa y la
NO sintetasa. Las moléculas derivadas del metabolismo de la xantino oxidasa (XO)
han sido relacionadas con el estrés oxidativo secundario a mecanismos de hipoxia/
reperfusién. La mitocondria cobra cabal importancia en la generacién de ROS como
consecuencia de la utilizacién de oxigeno en la cadena de la fosforilacién oxidativa
con generacién de ATP. Estos se producen en segmentos especificos de la cadena de
transporte de electrones, fundamentalmente en el pool ubiquinona del complejo III,
donde un electrén de ubisemiquinona es transferido directamente a una molécula de
oxigeno?®?% formandose una molécula de anién superéxido y a nivel del complejo I de
la cadena respiratoria mitocondrial’®. Este tiene un radio de difusién muy corto aunque
puede transformarse en peréxido de hidrégeno (H,O,) por accién de la superéxido
dismutasa (SOD). A su vez, el H O, es convertido por la catalasa en H O + O, siendo de
esta forma neutralizado. Aunque el peréxido de hidrégeno no es estrictamente un radical
libre, es un potente oxidante. Tanto el anién superéxido como el peréxido de hidrégeno
pueden generar radicales hidroxilo (‘(OH) en presencia de metales, por ejemplo Fe**
(reaccién de Fenton).

Los ROS producidos en forma controlada estdn involucrados en un nimero
importante de procesos biolégicos entre los que se encuentra la regulacién génica
a través de la activacién de la ligadura al ADN de ciertos factores de transcripciéon
dependientes del estado redox?®. Numerosos estudios implican a los ROS como
participantes en una variedad de sefiales intracelulares como activacién de kinasas 2%,
de NFkB 27 etc. Ademas, la producciéon de ROS a nivel mitocondrial es uno de los
mecanismos postulados, entre otros, como mediador de la sefializacién intracelular de
mecanismos de adaptacién a la hipoxia?®%2%.

Sin embargo, la generacién incontrolada de ROS puede sobrepasar los mecanismos
de proteccién antioxidante y derivar en estrés oxidativo y dafio celular. Los sistemas de
proteccién contra los oxidantes involucran a mecanismos de reparacién del dafio pro-
ducido por estas moléculas a nivel de lipidos, proteinas o ADN y otros sistemas encar-
gados de neutralizarlas, anterirmente citados. Entre estos, el sistema del glutation con-
stituye uno de los mecanismos de defensa antioxidante intracelular mds importantes.

El glutation no estd homogéneamente distribuido en la célula, 85 % se encuentra
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en el citoplasma donde es sintetizado en forma exclusiva. Esta sintesis involucra
el ensamble de tres aminodcidos (glutamato, cisteina y glicina) en dos reacciones
enzimdticas con gasto de ATP catalizadas por la y-glutamilcisteina sintetasa (YGCS)
y la GSH sintetasa. De estas dos enzimas, la YGCS es considerada el paso limitante
en la sintesis de GSH. Esta enzima estd constituida por dos subunidades, la cadena
pesada (unidad catalitica) y la liviana (que modula la afinidad de la cadena pesada por
sus substratos e inhibidores). Un 10 a 15 % del GSH se encuentra en la mitocondria,
donde alcanza concentraciones similares a las citoplasméticas. La mitocondria no
sintetiza GSH; éste es translocado al interior de la mitocondria en forma activa por un

210 Ladeplecién del GSH del citoplasma con el mantenimientodeniveles

transporatador
mitocondriales adecuados conlleva una moderada consecuencia del estrés oxidativo
por generacién de ROS dentro de la mitocondria. Sin embargo estas manifestaciones
son mucho m4ds marcadas cuando hay deplecién del pool intramitocondrial por debajo
del 20 % de su nivel normal®'". El Glutation (GSH)mitocondrial es la dnica defensa
contra el peréxido de hidrégeno formado en este compartimiento celular. La relacién
entre la produccién de ROS y alguno de los sistemas antioxidantes mds importantes

se puede observar en la figura 2.

GR
. . ¥-GSC . GS
L-Cisteina v-Glu-CiSH GSH
GSH Px
GSSG
soD
0: H:0:
lobl . catalasa\
ceruloplasmina Vit-C
Fe\u — Feu FEH it HZO
‘OH
Ferritina-Fe™"  Fenton
Transferrina - Fe™

Figura 2. El radical superéxido es transformado en peréxido de hidrégeno por la SOD. Este, a su vez, puede ser neutralizado por la
via de la catalasa o la GSH Px que conlleva la oxidacién de GSH a GSSG. A su vez, el peréxido de hidrégeno y el radical superéxido
pueden formar un radical hidroxilo mediante la intaraccién con metales como el Fe** (reaccién de Fenton). La ferritina (dentro de
la célula) y la transferrina (fuera de esta) previenen esta reaccién al unirse al hierro. La ceruloplasmina, a su vez, lo hace oxidando
al Fe** en Fe***. La secuencia enzimitica que tiene lugar en la sintesis de GSH también se grafica en esta figura. Asimismo, el GSSG
es reciclado a GSH por accién de la glutation reductasa (GR).
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La medicién directa de ROS in vivo presenta la dificultad de que éstos tienen una

175

vida media excesivamente corta'”, asi, son los efectos citotéxicos de los ROS, como la

peroxidacion lipidica, los marcadores de estrés oxidativo mds extensamente estudiados.

o)
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Objetivos

OBJETIVO I - EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO
SOBRE EL SISTEMA GLUTATION

Uno de los objetivos centrales de esta tesis es el analisis de las relaciones entre los
efectos del entrenamiento fisico y el estado redox muscular en pacientes con EPOC. La
distincién entre la miopatia como efecto sistémico de la enfermedad y los fenémenos
secundarios al desuso muscular que se deriva del sedentarismo continda siendo un tema
de debate. El entrenamiento fisico de resistencia puede constituir una herramienta de
utilidad como forma de evaluar la relacion entre actividad muscular y sistema redox in-
tracelular. La informacién generada puede tener un alto impacto en el planteamiento
de nuevas estrategias de tratamiento de la disfuncién muscular en la EPOC.

El entrenamiento al ejercicio constituye una estrategia efectiva en el tratamiento
de los pacientes con EPOC?, con efectos positivos demostrados sobre la calidad de
vida relacionada con la salud, la tolerancia al ejercicio, el curso de la enfermedad y la
utilizacién de recursos sanitarios.

En estudios previos, se ha verificado que, en pacientes con EPOC de moderada-
severa intensidad sin efectos sistémicos valorables, el entrenamiento restaura la
bioenergética del musculo esquelético periférico a niveles préximos a los observados
en los sujetos sanos™. El ejercicio fisico intenso aumenta la produccién de ROS en

sujetos sanos’'?

y en pacientes con EPOC?". El estimulo repetitivo generado por el
entrenamiento fisico genera mecanismos de adaptacién que potencian la capacidad de

defensa antioxidante intracelular, siendo el sistema del glutation uno de los mecanismos
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miés relevantes de prevencién del estrés oxidativo generado por el ejercicio.
Manuscrito 1

Reduced Muscle Redox Capacity after Endurance Training in Patients with
Chronic Obstructive Pulmonary Disease
Am ] Respir Crit Care Med. 2001;164:1114-8.

Hipdtesis

Los pacientes con EPOC pueden presentar mejorfa de la bioenergética muscular
post-entrenamiento similar a la observada en sujetos sanos, pero los fenémenos de
adaptacién del sistema redox al entrenamiento fisico son anormales en relacién a los
observados en los controles sedentarios de edad similar.

Objetivo especifico

Examinar los efectos de un programa de entrenamiento de resistencia de ocho
semanas de duracién sobre el estado redox del cuddriceps crural en pacientes con
EPOC representativos de un amplio espectro de severidad de la enfermedad y en

sujetos sedentarios sanos.

OBJETIVO II - RELACIONES ENTRE ESTRES OXIDATIVO
Y PERDIDA DE MASA MUSCULAR

Diversos estudios indican la presencia de estrés oxidativo sistémico en la EPOC.
Los radicales libres de oxigeno pueden tener efectos deletreos sobre la contractilidad
muscular y facilitar la degradacién proteica. En pacientes susceptibles, la alteracién
del potencial redox puede constituir uno de los mecanismos fundamentales en la
pérdida de masa muscular.
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Objetivos

Manuscrito 11

Training Depletes Muscle Glutathione in COPD Patients
with Low Body Mass Index
Respiration 2005

(enviado para publicacién).
Hipdtesis

El estrés oxidativo generado por el ejercicio altera la funcién del mdsculo esquelético
y los mecanismos de regeneracién muscular generando reduccién de la masa muscular.
Este fenémeno tiene mayor expresividad en pacientes con EPOC avanzado, que

probablemente presentan una especial susceptibilidad genética.
Objetivo especifico

Explorar las diferencias de la respuesta post-entrenamiento del sistema de glutation
en el vastus lateralis de pacientes con EPOC y BMI normal (BMI ), pacientes con
EPOC y BMI bajo (BMI, ) y sujetos sanos sedentarios.

OBJETIVO III - INTERACCIONES ENTRE INFLAMACION Y EJERCICIO

La inflamacién sistémica es un fenémeno relevante en la EPOC. Diversas citocinas
proinflamatorias, particularmente el TNFo, han sido implicadas en la génesis de
pérdida de masa muscular asociada a diversas enfermedades crénicas y también al
envejecimiento. Diferentes rutas de sefializacién intracelular relacionan inflamacién
y especies reactivas del oxigeno. Asf, una alteracién en el estado redox del musculo
esquelético puede asociarse a una respuesta inflamatoria anémala. Por otra parte,
la liberacion de citocinas inflamatorias durante el ejercicio puede tener un papel

relevante de sefializacion de la respuesta integrada del organismo al ejercicio.
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Manuscrito 111

Increased Tumour Necrosis Factor-o. Plasma Levels during Moderate-Intensity
Exercise in COPD Patients

Eur Respir J. 2003;21:789-94.
Hipdtesis

El entrenamiento fisico disminuye la expresién muscular y sistémica de TNFo en
sujetos sanos de edad avanzada. La alteracién del estado redox del musculo esquelético
en los pacientes con EPOC puede asociarse a una respuesta inflamatoria anémala al
entrenamiento fisico

Objetivo especifico

Examinar el efecto del ejercicio moderado y del entrenamiento fisico sobre los
niveles plasmaticos de: TNFa, IL6, receptores hidrosolubles de TNFa y la expresién
de ARN mensajero de TNFa en la porcion vastus lateralis del cuddriceps crural.

OBJETIVO IV - ALTERACIONES DE LA CADENA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL Y DISFUNCION MUSCULAR

Lamitocondria tiene un papel fundamental en lageneracién de ROS. Ladisminucién
de la capacidad oxidativa muscular por disminucién de la actividad enzimatica a nivel
del ciclo de Krebs se ha identificado como una alteracién caracteristica de los pacientes
con EPOC y disfuncién muscular. Existe evidencia indirecta de que la limitacién de la
capacidad oxidativa mitocondrial puede tener un papel importante en la generacién
de niveles anormales de ROS durante el ejercicio con probable impacto sobre el

fenémeno de pérdida de masa muscular.
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Objetivos

Manuscrito IV
Mitochondrial Electron Transport Chain Uncoupling in COPD Patients with
Muscle Wasting
Eur Respir J. 2005
(Enviado para publicacién).
Hipdtesis
Los desequilibrios entre demanda energética celular y la capacidad del sistema de
transporte y utilizacién de oxfgeno pueden generar alteraciones a nivel de la cadena
respiratoria mitocondrial que tendrian un papel relevante en la disfuncién muscular
de pacientes con EPOC y bajo BMI.

Objetivo especifico

Evaluar el funcionalismo de la cadena respiratoria mitocondrial y el estado redox en
el cuadriceps de pacientes con EPOC BMI,, EPOC BMI, y sujetos sanos sedentarios.

o
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The present study was undertaken to test
whether endurance training in COPD pa-
tients, along with enhancement of muscle
bioenergetics, decreases muscle redox ca-
pacity as aresult of recurrent episodes of cell
hypoxia induced by high intensity exercise
sessions. Seventeen COPD patients (FEV,
38+4 % pred; PaO, 69+2.7 mmHg; PaCO,
42+1.7 mmHg) and five age-matched con-
trols (C) were studied pre- and post-training.
Reduced (GSH) and oxidized (GSSG) gluta-
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thione, lipid peroxidation, and gamma-glu-
tamyl cysteine synthase heavy subunit chain
mRNA expression (YGCS-HS mRNA) were
measured in the vastus lateralis. Pre-train-
ing redox status at rest and after moderate
(40% Wpeak) constant-work rate exercise
were similar between groups. After training
(AWpeak, 27+7% and 37+18%, COPD and C,
respectively) (p<0.05 each), GSSG levels in-
creased only in COPD patients (from 0.7+0.08
to 1.0+£0.15 nmol/mg protein, p<0.05) with
maintenance of GSH levels, whereas GSH
markedly increased in C (from 4.6£1.03 to
8.7 £0.41 nmol/mg prot, p<0.01). Post-train-
ing YGCS-HS mRNA levels increased after
submaximal exercise in COPD patients. No
evidence of lipid peroxidation was observed.
We conclude that while endurance training
increased muscle redox potential in healthy
subjects, COPD patients showed a reduced
ability to adapt to endurance training reflect-
ed in lower capacity to synthesize GSH.

Keywords: COPD; Glutathione; Muscle dysfunc-
tion; Endurance training; Oxidative stress.

INTRODUCTION

Oxidative stress is a dynamic process that re-
flects an imbalance between pro-oxidant and
antioxidant factors in favor of the former (1).
Reduced glutathione (GSH), the most abundant
non-protein thiol in cells, plays a prominent
role in the regulation of this delicate balance
by quenching reactive oxygen species (ROS),
aimed to maintain an appropriate cellular redox
environment (1;2). GSH is synthesized exclusive-
ly in the cytosol by two sequential enzymatic
steps, although it is also found in mitochondria
where it plays a pivotal role in maintaining vital
mitochondrial functions (3).

It has been recently reported that patients
with pulmonary emphysema substantiated
by CT-scan show decreased muscle antioxi-
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dant potential as indicated by low GSH levels
in muscle at rest (4). During exercise, patients
with chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) show higher peripheral blood [ROS]
and higher oxidized glutathione (GSSG) levels
than healthy subjects (5;6). These phenomena
are partially reversed when patients exercise
while breathing high O, concentrations (5) and
after pre-treatment with allopurinol, a xanthine
oxidase inhibitor (7). It has been suggested that
muscle oxidative stress generated during exer-
cise might be a key mechanism of the peripheral
muscle dysfunction described in COPD patients
(4:8;9).

Endurance training enhances muscle O, trans-
port/O, utilization capability resulting in in-
creased exercise performance both in patients
with COPD (10) and in healthy sedentary sub-
jects (10;11). We hypothesize, however, that high
intensity exercise training increases muscle oxi-
dative stress in COPD patients possibly due to in-
ability to cope with an increased muscle ROS pro-
duction. The phenomenon could be attributed
to high oxygen utilization rate in mitochondrial
respiratory chain (12) or by recurrent episodes of
cellular hypoxia throughout the training period.
Under these conditions, hypoxia is recognized as
a trigger of ROS generation from different sourc-
es including the mitochondrial respiratory chain
(13) or extra-mitochondrial sources such as the
xanthine oxidase system (7).

The characterization of this putative phenom-
enon may be of relevance in the modification
of training patterns, and more importantly, its
analysis may shed light on the nature of skeletal
muscle dysfunction in these patients (8).

The present investigation was designed to
examine the effects of exercise training on limb
muscle redox status in a group of COPD patients
representative of a large spectrum of severity of
thediseaseandinhealthysedentaryage-matched
controls. To this end, reduced glutathione, GSSG,
lipid peroxidation,and gamma-glutamyl cysteine
synthase heavy subunit chain mRNA expression
(YGCS-HS mRNA) in muscle specimens obtained



Trabajos Originales

from a needle biopsy of the “vastus lateralis” were
measured, both at rest and after moderate inten-
sity constant-work rate exercise, before and after
an eight-week highly controlled exercise training
program with cycloergometer.

METHODS
Study group

Seventeen clinically stable COPD patients (all
men) (Table 1) (14) free of oral steroids were
studied. Five healthy sedentary subjects were
recruited to serve as controls.

Study design

Selection procedures forinclusion in the study
were: a) clinical assessment; b) pulmonary func-
tion testing at rest (Jaeger, MasterScreen; Wier-
zburg, Germany) (15;16); ) chest X-ray film; d)
general blood analysis; and, e) standard incre-
mental exercise testing. Training-induced physi-
ological changes were measured with exercise
tolerance and half-time phosphocreatine ([PCr])
recovery with 31-phosphorus nuclear magnetic
resonance spectroscopy ('P-NMRS). In all the
subjects (17 COPD patients and 5 controls), a
needle muscle biopsy of the “vastus lateralis”
was obtained immediately after a moderate
intensity (40% pre-training Wpeak) constant-
work rate protocol. In a subset of twelve COPD
patients and in all five controls, an additional
pre-training muscle biopsy was done at rest, be-
fore the submaximal constant-work rate proto-
col. After training, the muscle biopsy at rest was
obtained only in eight of the COPD patients and
in all five controls.

All subjects trained five days per week during
eight weeks. Training sessions were split into
small blocks of 2-5 min of high intensity con-
tinuous cycling (at approximately 90% of the
Wpeak at the end of the training program) for at
least an effective period of 30 min.

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUP

COPD Healthy

Mean =+ SEM Mean =+ SEM
Age,yr 66 + 1.3 62 + 2.7
Weight,Kg 72+ 4.5 75+ 1.3
BMI, kg/m? 25.3 + 1.4 26.5 + 1
FEV,,L 113 + 0.13 3.29 + 0.34¢
FEV ,% pred 38 + 4 105 =+ 117
FVC,% pred 66 + 5 104 + 14*
TLC,% pred 104 + 5 95 s 7
FRC,% pred 139 ks 10 91 + 41
RV/TLC,% 156 + 6.5 80 + 5¢
Pa0,,mmHg 69 + 2.7 100 =+ 3.6
PaCO,,mmHg 42 + 1.7 35 + 1.5%

Definition of abbreviations: BMI=body mass index; RV/TLC,%=residual vol-

ume to total lung capacity as actual percentage (RV/TLC,%).
*p<0.05, Student’s unpaired t test.

1 p<0.01, Student’s unpaired t test.

#p<0.001, Student’s unpaired t test.

Exercise testing

Incremental exercise. After three minutes
of unloaded pedaling (CardiO, cycle Medical
Graphics Corporation, St. Paul, Mn), the work
rate was increased by 5 or 10 Watts per minute.
Arterial blood samples (Seldicath, Plastimed,
Saint-Leu-La-Foret, France) were taken every
three minutes throughout the test to analyze
blood gases and lactate (Ciba Corning 800,
Medfield, MA, USA).

Half-time [PCr] recovery. Exercise tests during
3'P-NMRS measurements were performed using
an ergometer made of non-magnetic materi-
als designed to fit into a standard whole body
magnet (17).
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Muscle biopsies

A muscle sample (150 mg) was obtained from
the “vastus lateralis” using a Bergstrom needle.
Half of the sample was included in Kreb’s buf-
fer (pH 7.40) solution for immediate processing,
and the remaining material was frozen in liquid
nitrogen and stored at -70°C.

The two molecular forms of glutathione, GSH
and GSSG, were determined in the homogenate
by high-performance liquid chromatography
(HPLC) (18). Lipid peroxidation was assessed
using cis-parinaric acid (CPA), a naturally fluo-
rescent aliphatic acid containing four double
bonds. This aliphatic acid incorporates readily
into membranes and the loss of fluorescence
upon damage of these double bonds by oxi-
dants and reactive species monitors membranes
damage as described in (19;20).

Gamma glutamyl cysteine synthase heavy sub-
unit chain mRNA expression (YGCS-HS mRNA) was
measured by RT-PCR method (21). Values for
YGCS-HS mRNA were corrected by 185 mRNA
and expressed as YGCS-HS/18S mRNA.

Data analysis

Results are expressed as mean+SEM. Train-
ing effects within groups were analyzed using
Student paired-t test. Comparisons between
groups were made using Student unpaired-t
test or ANOVA. Pearson regression analysis was
used when required. A p-value lower than 0.05
was taken as statistically significant.

RESULTS

Anthropometric characteristics and lung func-
tion in both patients and controls are indicated
in Table 1. Group mean values for age and body
mass index (BMI) were similar between COPD
patients and controls. On average, patients
showed a severe obstructive ventilatory defect,
but encompassed a large spectrum of severity
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of the disease (FEV, from 15 to 66% pred; PaO,
from 52 to 89 mmHg, and BMI from 15.0 to 38.8
kg/m?).

As expected, peak exercise tolerance was
severely reduced in COPD patients compared
to controls (48+6.6 vs 12414 W, respectively,
p<0.01). While COPD patients showed reduced
ventilatory reserve (V peak, 917 %MVV), but
preserved HR reserve (HRpeak, 82+3% HRmax
pred.), the control group displayed normal val-
ues for these two variables (67+8% and 94+5%,
respectively). At peak exercise, PaO, did not
change (-44£3.0 mmHg) and PaCO, slightly in-
creased (2+4.8 mmHg) (p<0.001) in COPD pa-
tients. It is of note, however, that eleven out of
the 17 patients showed exercise-induced PaO,
fall (-11.36+2 mmHg) at Wpeak. The COPD group
showed early increase in arterial lactate levels
([La]) (22), but [La] at peak exercise was lower
in COPD patients (5.4 mmol/L) than in controls
(10.8 mmol/L).

Muscle redox status at rest and after constant-
work rate exercise. No differences between
COPD patients and controls were seen in the
resting levels of glutathione (GSH and GSSG)
in the pre-training study (Figure 1). Consis-
tent with this, no changes in cis-parinaric acid
were found between groups (data not shown).
Eleven minutes of moderate intensity constant-
work rate exercise did not generate statistically
significant changes (post- minus pre-exercise)
in: 1) total glutathione levels (-2.11 £1.8 nmol/
mg prot and -0.32+£0.9 nmol/mg prot, controls
(n=5) and COPD patients (n= 12), respectively);
and 2) lipid peroxidation index. Likewise, no dif-
ferences in these variables were seen from rest
to moderate exercise after training in the two
groups (8 COPD patients and 5 controls).
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FIGURE 1. Individual and mean group effects of submaximal
exercise on muscle redox status. Reduced glutathione (GSH)
(n=12 and 5, patients and controls respectively), upper panel,
and oxidized glutathione (GSSG) (n=11 and 5, patients and con-
trols respectively), lower panel, measured at rest (Pre-exercise)
and after moderate intensity (40% pre-training Wpeak) con-
stant-work rate exercise (Post-exercise) in COPD patients and in
controls before training. No differences at rest and after exercise
were found between patients and controls. GSSG was not as-
sessed in one patient due to technical problems.

Effects of endurance training

Physiologic training effects (Table 2) were
shown at peak exercise in COPD patients
(AWpeak 27+7%,p<0.001; AVO,peak 9+4%,
p<0.05) and in healthy subjects (AWpeak
37+18%, p=0.07; AVO,peak 15+4%, p<0.05).
Both [La] at iso-work rate and half-time [PCr]
recovery significantly fell after training (Ta-
ble 2). The impact of the training program on
Wpeak and whole-body VO,peak was lower in
COPD patients than in controls, whereas train-

ing-induced effects on skeletal muscle ([La] at
iso-work rate and half-time [PCr] recovery) were
similar between groups.

Changes in muscle redox status (17 COPD pa-
tients and 5 controls). The levels of GSH and total
glutathione (GSH+GSSG) remained unchanged
in COPD patients after endurance training, al-
though a moderate increase in GSSG levels was
observed (AGSSG, from 0.70+£0.08 to 1.0+0.15
nmol/mg prot, p=0.05) (Figure 2). In contrast,
training in healthy subjects increased reduced
glutathione substantially (AGSH, from 4.60+1.03
to 8.70+0.41 nmol/mg prot, p<0.01); and, con-
sequently, so did total glutathione (Atotal glu-
tathione, from 5.20+1.09 to 9.50+0.48 nmol/mg
prot, p<0.05). No increase in lipid peroxidation
from pre- to post-training (from 398493 to
397452 AU, and from 397472 to 500+85 AU, pa-
tients and controls respectively) was observed.
Moreover, while healthy subjects showed a cor-
relation between post-training AWpeak and
AGSH, the COPD group presented an associa-
tion between AWpeak and AGSSG, as displayed
in Figure 3.

Post-training  YGCS-HS mRNA expression
(Figure 4) showed a trend to fall in healthy
subjects, while a tendency to rise was seen
in COPD patients. Moreover, post-training
induction of YGCS-HS mRNA expression
reaching statistical significance (post-minus
pre-exercise difference in the post-training
study:249+115yGCS-HS/18S mRNA, p<0.05) was
observed after submaximal exercise in COPD
patients, but not in healthy sedentary subjects.
A strong correlation was seen between training
induced fall in YGCS-HS mRNA expression and
post- training increase in GSH (r=-0.95, p<0.01)
in controls.

Muscle biopsies obtained at rest (8 COPD pa-
tients and 5 controls) did not show changes in the
redox status from pre- to post-training in GSH
(from 5.7£0.53 to 5.1£0.65; and, from 6.5+1.30
to 8.711.20 nmol/mg prot, patients and con-
trols, respectively), in GSSG, nor in total GSH in
the two groups.
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TABLE 2. EFFECTS OF TRAINING ON EXERCISE TOLERANCE AND MUSCLE BIOENERGETICS

COPD Healthy
Mean + SEM Mean + SEM
Wpeak,watts Pre 48 + 6.5 124 + 14
Post 62 + 8.9 160 + 6.4
A Post-Pre 14 + 3.3%%% 36 + 14*
VO, peak,L/min Pre 1.1 * 0.11 1.76 * 0.56
Post 1.22 + 0.12 2.02 + 0.10
A Post-Pre 0.10 + 0.04* 0.26 + 0.07*
[La] iso-W,mmol/L Pre 5.1 + 1.1 10.3 + 1.06
Post 4.0 + 1.13 71 + 1.05
A Post-Pre -1.3 + 1.07 -1.5 + 1.04/
Half-time Pre 56 + 3 43 + 5
[PCr] recovery, seconds Post a4 + 3 31 + 4
A Post-Pre -12 + 3.37 -12 + 2.0*
FIGURE 2. FIGURE 3.
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Table 2. Definition of abbre-
viations: Wpeak = peak work
rate; Vo, peak = peak oxygen
uptake; 100% of pretraining
Wpeak, [La] iso-W = arterial
lactate at iso-work rate;
half-time [PCr] recovery =
half-time  phosphocreatine
recovery.

Post-minus pretraining dif-
ferences were analyzed using
Student’s paired t test:

*p <0.05.

tp<0.01.

$p<0.001.

Figure 2. Individual and
mean group effects of train-
ing on muscle redox status.
Reduced glutathione (GSH,
upper panel) (n=17 and 5,
patients and controls respec-
tively) and oxidized gluta-
thione (GSSG, lower panel)
(n=16 and 5, patients and
controls respectively). Data
correspond to measurements
after constant-work rate exer-
cise. COPD patients increased
GSSG after training without
changes in GSH. In contrast,
healthy sedentary subjects,
markedly increased GSH with
nochangesin GSSG. GSSG was
not assessed in one patient
due to technical problems.

Figure 3. Relationships be-
tween post-training increase
in exercise performance and
muscle redox status. Post-
training increase in peak work
rate (AWpeak) was correlated
with the rise in oxidized glu-
tathione (AGSSG) in COPD
patients (upper panel, n=16)
and it was associated with the
increase in reduced glutathi-
one (AGSH) in healthy subjects
(lower panel, n=>5). GSSG was
not assessed in one patient
due to technical problems.
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Figure 4. Representative RT-PCR of yGCS-HS mRNA and 18S
mRNA ribosomal subunit expression. COPD patients and
healthy controls pre-training (pre-training) and post-training
(post-training), both before (B) and after (A) constant-work rate
exercise (upper panel). Effects of training on yGCS-HS mRNA
expression in COPD patients and control subjects (lower panel)
(n=12 and 5, patients and controls respectively).

DISCUSSION

The ability of mammalian cells to maintain cel-
lular functions during oxidative stress depends
on the induction of protective antioxidant sys-
tems. In this regard, GSH plays a recognized key
role in quenching a varied repertoire of reactive
species, which otherwise may compromise cell
functions (1;2). Since the cellular steady-state
level of GSH reflects a balance between its syn-
thesis and its utilization in the elimination of
reactive oxygen species, the present study has
characterized the regulation of GSH as a reflect
of oxidative stress in skeletal muscle following
a prolonged training period in healthy controls
and COPD patients. Our findings indicate a diver-
gent ability of the two groups to adapt the redox
system to the cellular demand for O, transport
and consumption during training. While healthy
controls markedly increased muscle GSH levels
after prolonged training, the levels of GSH ho-
meostasis in skeletal muscle of COPD patients
did not undergo significant changes except for
the GSSG increase detected after the training
period. Despite these divergent findings, there
was a lack of lipid peroxidation common for
both groups, suggesting absence of significant
deleterious consequences of oxidative stress
after endurance training in both COPD patients
and controls.

Despite the fact that the yGCS-HS mRNA
levels showed a trend to decrease (p=0.09),
healthy sedentary subjects adapt to the de-
mand of exercise training by doubling the cel-
lular levels of GSH. The negative correlation be-
tween the AGSH and the fall in YGCS-HS mRNA
levels (r= -0.95) after training is an intriguing
finding; and although we do not understand the
mechanisms mediating this inverse relation, we
postulate that during a prolonged stimuli (eight
weeks of training), the rise in GSH may signal
the repression of YGCS-HS mRNA. On the other
hand, we attempted to characterize the regula-
tion of GSH at the molecular level by determin-
ing the mRNA levels of the YGCS-HS, but the lack
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of measurement of its enzymatic activity due to
the insuficient size of muscle sample limits the
interpretation of our findings.

The resting muscle biopsies carried out in
eight COPD patients and in all five controls pre-
and post-training did not display changes in the
redox system. These results seems to suggest
therefore that the findings alluded to above are
only evident after exercise.

It is well accepted that strenuous exercise in-
duces higher levels of oxidative stress in COPD
patients than in normal subjects (5). The phe-
nomenon can be inhibited by treatment with
xanthine oxidase inhibitors (allopurinol) (7) and
by oxygen therapy (5). In the present study, the
lack of changes in the redox system after con-
stant-work rate exercise both in COPD patients
and in controls (Figure 1) can be ascribed to the
moderate intensity (40% pre-training Wpeak)
exercise. Both intensity and duration of the
protocol were chosen to perform the measure-
ments after steady state exercise.

Training effects and muscle redox status

COPD patients as well as healthy sedentary
subjects, significantly enhanced exercise toler-
ance, a phenomenon dependent on training-in-
duced improvement of muscle O, transport and
utilization (8). It is of note that post-training val-
ues of half-time [PCr] recovery in COPD patients
were equivalent to the pre-training results in
controls (10) (Table 2). The present study con-
firms that in COPD patients (10), training effects
on skeletal muscle in COPD patients (-Ahalf-time
[PCr] recovery and -A[Laliso-w) were noticeably
higher than those observed at whole-body level
(AWpeak and AVO,peak), a finding that may be
of relevance in the evaluation of training out-
comes.

In these patients, the reserve of the central
organs to increase convective O, transport (ar-
terial oxygen content times blood flow) during
heavy exercise (8;10) is limited by: 1) the se-
verity of lung function impairment; and, 2) the
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effects of pleural pressure swings on cardiac
output (AV, and AQ, respectively) (23;24). The
phenomena alluded to, along with concurrent
peripheral factors, such as impaired muscle oxy-
gen conductance from capillary to mitochon-
dria (25;26), are prone to induce cell hypoxia
during moderate to high intensity exercise and
consequently oxidative stress. Increased activity
of cytochrome oxidase (COX) and up-regulation
of this enzyme (27) can be interpreted as mito-
chondrial adaptations to cell hypoxia.

Oxidative stress and muscle wasting

Engelen et al. (9) have speculated on a causal
relationship between abnormally low muscle
redox potential at rest and the alterations of
protein metabolism observed in patients with
emphysema substantiated by CT-scan (4). De-
spite the fact that the present study did not
identify baseline differences in GSH levels be-
tween healthy subjects and COPD patients, our
results are not in conflict with those reported by
these investigators (4) since we purposely stud-
ied an heterogeneous group of COPD patients
encompassing a large spectrum of severity of
the disease.

In summary, the study demonstrates differ-
ences in training-induced adaptations of mus-
cle redox status between COPD patients and
controls. While healthy sedentary subjects in-
creased muscle GSH levels after training, COPD
patients reduced their redox potential. Our re-
sults highlight the importance of training-in-
duced peripheral adaptations and its relevance
in the assessment of training outcomes in COPD
patients. Whether oxidative stress is a central
factor mediating muscle mass wasting, particu-
larly in susceptible subsets of COPD patients
in whom a true myopathy can be observed re-
mains to be elucidated.
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Abstract: Physiological increase of muscle glutathione after training is not seen in COPD patients indicating abnormal
peripheral muscle adaptations to exercise. We hypothesized that oxidative stress is primarily associated with low body mass
index (BMI). Eleven patients with preserved BMI (BMI,: 28.2+1.2 kg.m”), nine patients with low BMI (BMI, :19.7+0.60
kg.m?) and five age-matched controls (C:26.5£0.9 kg.m?) were studied before and after eight weeks of high-intensity en-
durance training. Reduced glutathione (GSH) and gamma-glutamyl cysteine synthase heavy subunit chain mRNA ex-
pression (YGCS-HS mRNA) were measured in the vastus lateralis. After training, exercise capacity increased (AVO,peak,
13£5.2%; 10£5.6%; and, 15+4.3%, BMI , BMI| and C, respectively) (p< 0.05 each). GSH levels decreased in BMI, (from
5.240.7 to 3.740.8 nmol/mg protein, AGSH -1.5£0.7 nmol/mg prot, p< 0.05); no changes were seen in BMI_ (from 5.4£0.7
to 6.7£0.9 nmol/mg protein, AGSH 1.3+0.9 nmol/mg protein), whereas GSH markedly increased in C (from 4.6%1 to
8.740.4 nmol/mg prot, AGSH 4.1+1 nmol/mg prot, p< 0.01). AGSH in BMI| was different from AGSH in BMI, and C (p<
0.05, each). Consistent changes were observed in YGCS-HS mRNA expression. We conclude that GSH depletion after
training in BMI, may suggest that oxidative stress plays a key role on muscle wasting in COPD.

57



Roberto Alejandro Rabinovich « Tesis Doctoral

INTRODUCTION

In the last few years, systemic effects of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) ¢ are
receiving a great deal of attention partly because of the impact of muscle wasting on poor disease
prognosis . The underlying mechanisms of weight loss are, however, incompletely understood.
We have recently reported ® that COPD patients show an abnormal regulation of skeletal muscle
glutathione (GSH). While high-intensity endurance training markedly enhanced antioxidant
buffering in healthy subjects by a two-fold increase in muscle GSH, COPD patients showed a
post-training increase of oxidized glutathione (GSSG) without changes in GSH. Impaired regu-
lation of redox potential in the patients was closely related with the gain in exercise capacity
produced by training ®. These results suggest that antioxidant buffering was not adapted to the
higher rate of exercise-induced reactive oxygen species (ROS) production in COPD (4-6), thus
leaving skeletal muscles more susceptible to oxidative stress.

We hypothesize that oxidative stress might be a central factor in the complex mechanisms of
skeletal muscle wasting shown by COPD patients with low body mass index (BMI,) (. A better
understanding of the underlying processes may have practical implications to refine evidence-
based therapeutic strategies such as rehabilitation/training ®. The current investigation explores
the relationships between abnormal training-induced GSH response and muscle wasting in
COPD. To this end, we expanded the study group reported in ¥ to compare COPD patients with
preserved BMI (BMI ), BMI, and age-matched healthy sedentary controls (C).

METHODS

Study Group

Twenty clinically stable COPD patients (all men) © free of oral steroids were included in the
study. Five healthy sedentary subjects were recruited to serve as controls (BMI 26.5+0.9 kg.m?).
Eleven out of the twenty COPD patients (BMI: 28.2+1.2 kg.m?) showed preserved body mass in-
dex, whereas the remaining nine patients had low BMI (BMI, : 19.7+0.60 kg.m™). Up to seventeen
patients and all five controls were included in ®. All participants signed the written informed
consent approved by the Committee on Investigations involving Human Subjects at the Hospital
Clinic, Universitat de Barcelona.

Study design

Selection procedures for inclusion in the study were: a) clinical assessment; b) pulmonary func-
tion testing at rest (Jaeger, MasterScreen; Wiierzburg, Germany) (10;11); c) chest X-ray film; d)
general blood analysis; and, e) standard incremental exercise testing. Training-induced physi-
ological changes were measured by changes in exercise tolerance. In all the subjects (20 COPD
patients and 5 controls), a needle muscle biopsy of the “vastus lateralis” was obtained immediately
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after eleven minutes of moderate intensity (40% pre-training Wpeak) constant-work rate proto-
col before and after 8 weeks of endurance training.

Training sessions were of 60 min duration and split into small blocks of 2 to 5 min of high inten-
sity continuous cycling (60 cycles per minute) (at approximately 90% of the Wpeak at the end of
the training program) for at least an effective period of 30 min. Recovery time between the high
intensity periods consisted in cycling at the same speed and under 60% of pre-training Wpeak.
The first week was used as an adaptation period were the high intensity blocks were initially of
60% of Wpeak. After that, the work level has been raised to reach values close to the 90 % pre-
training Wpeak and this intensity level was maintained until the end of the training period.

Exercise testing

Incremental exercise. After three minutes of unloaded pedaling (CardiO, cycle Medical Graph-
ics Corporation, St. Paul, Mn), the work rate was increased by 5 or 10 Watts per minute. Arterial
blood samples (Seldicath, Plastimed, Saint-Leu-La-Foret, France) were taken every three minutes

throughout the test to analyze blood gases and lactate (Ciba Corning 800, Medfield, MA, USA).

Muscle biopsies

A muscle sample (150 mg) was obtained from the “vastus lateralis” using a Bergstrom needle. Half of
the sample was included in Krebs buffer (pH 7.40) solution for immediate processing, and the remain-
ing material was frozen in liquid nitrogen and stored at —70°C.

The two molecular forms of glutathione, GSH and GSSG, were determined in the homogenate by
high-performance liquid chromatography (HPLC) (12). Lipid peroxidation was assessed using cis-pari-
naric acid (CPA), a naturally fluorescent aliphatic acid containing four double bonds **'4,

Gamma glutamyl cysteine synthase heavy subunit chain mRNA expression (YGCS-HS mRNA) was
measured by RT-PCR method **). Values for YGCS-HS mRNA were corrected by 18S mRNA
and expressed as YGCS-HS/18S mRNA.

Results are expressed as mean+SEM. Training effects within groups were analyzed using
Student paired-t test. Comparisons among groups were made using ANOVA analyses. Student
Neuman Keuls test was used as a post-hoc test for contrast analysis. A p-value lower than 0.05
was taken as statistically significant.

RESULTS

Pre-training assessment

Anthropometric characteristics and lung function in the three groups: BMI, BMI, and C are
indicated in Table 1. On average, patients showed a severe obstructive ventilatory defect (FEV,
% pred: BMIL 40.5 £ 5.0%; BMI, 30.143.8%; and, C: 1024£9.0%) and moderate arterial hypox-
emia. Peak exercise tolerance (peak VO,/Kg) was severely reduced in COPD patients (BMI
15.67 + 1.14; BMI, 14.82 + 2.2 ml.min" kg"') compared to controls (C: 23.7 + 0.85 ml.min™" kg").
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No differences among the three groups were seen in pre-training glutathione levels (GSH:
5.240.7; 5.36+0.7; and 4.6+1 nmol/mg prot, BMI, BMI and C, respectively). Oxidized GSH
(GSSG) levels and lipid peroxidation index, not reported, were also similar among groups. As
described in @, eleven minutes of moderate intensity constant-work rate exercise did not gener-
ate statistically significant changes (post- minus pre-exercise) in: 1) total glutathione levels; and
2) lipid peroxidation index. Likewise, no differences in these variables were seen from rest to
moderate exercise after training.

Effects of physical training

Physiologic training effects at peak exercise (and AVO peak) were observed in all three groups
(p< 0.05). Post-training AVO, peak were: 130410 mLmin" (10%), p<0.05, in BMI; 120410 mlL.min®
' (13%), p<0.05, in BMI,; and, 26070 mL.min" (15%), p<0.05, in healthy sedentary subjects.

Changes in muscle redox status. After training, muscle GSH levels increased in healthy subjects
(from 4.611 to 8.70£0.4 nmol/mg, p< 0.01). In contrast, GSH decreased in BMI, (from 5.2£0.7 to
3.740.8 nmol/mg prot, p< 0.05); whereas no differences were seen in the BMI (from 5.36+0.7 to
6.7+0.9 nmol/mg prot). Post-training changes in GSH (AGSH) (Figure 1, left panel) where sig-
nificantly different between BMI, (-1.5+0.7 nmol/mg prot) and the other two groups (1.3+0.9 and
4.1+1 nmol/mg prot, BMI and C, respectively) (p< 0.05 each). None of the three groups showed
training-induced increase in lipid peroxidation (BMI|, from 461%154 to 356104 AU; BMI, from
339482 to 348160 AU; and, C, from 358475 to 439172 AU).

In the BMI, group, post-training GSH fall was accompanied by a strong tendency to increase
in YGCS-HS mRNA expression (Figure 1, right panel) in six out of the seven patients (p=0.06).
In contrast, the post-training increase in GSH observed in healthy subjects was accompanied by
a simultaneous tendency to fall in YGCS-HS mRNA expression in four out the five subjects (p=
0.09). No changes in YGCS-HS mRNA expression were observed in BMI (n= 8). The contrast
analysis among groups (ANOVA, p= 0.05) showed statistical significant differences in YGCS-HS
mRNA regulation between each of the COPD groups (BMI, and BMI, ) and healthy sedentary
subjects.

DISCUSSION

Abnormal regulation of skeletal muscle redox system leading to higher vulnerability to oxida-
tive stress has been shown in COPD patients after training » and during high intensity exercise
®). The impact of this phenomenon on cell function has not been established yet (%7, The
analysis of the individual results in ® prompted the hypothesis that the abnormal adaptation of
the GSH system to training might be primarily associated to the COPD phenotype character-
ized by weight loss. Cell GSH seems to be an important regulator of myogenic differentiation
in murine skeletal muscle C,C , cells "¥. Maintenance of optimal GSH levels might be a useful
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TABLE 1
CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUPS

COPD BMI COPD BMI Controls
Age, yrs 67 + 1.6 66 * 2.1 62 + 2.8
Weight, kg 80.2 + 4.2 55.4 + 2.3 745 + 1.3
BMI, kg/m? 28.2 + 1.2 19.7 £ 1.6%** 26.5 = 0.9
FEV, L 1.3 = 0.2¢ 093 + 0.a% 33 = 03
FEV,, % pred 41 + 5.0¢ 30 t 3.8 102 £ 9.0
FVC, % pred 68 + 6.4 56 * 4.7 99 + 7.4
TLC, % pred 105 + 6.2 10 * 7.8 93 + 5.8
FRC, % pred 139 + 11.9*% 159 + 17.3 91 + 35
RV, % pred 164 <+ 14.0% 192 + 28.0% 82 £+ 9.1
Pa0O, mmHg 73 t+ 3.3% 69 * 4.2¢ 100 =+ 3.7
PaCO, mmHg 41 = 2.4 42 + 1.9 35 £ 15
VO,, peak, mL.min"! 1.25 £ 0.1% 0.82 £ 0.1%* 176 + 0.4

Table I. Age in years; weight in Kg; body mass index (BMI) in Kg.m?; forced expiratory
volume during the first second (FEV,) in liters and percent of the predicted value; forced
vital capacity (FVC, % pred.); total lung capacity (TLC, % pred.); functional residual
capacity (FRC, % pred.); residual volume (RV, % pred.). Arterial oxygen (Pa0O,) and car-
bon dioxide (PaCO,) partial pressures measured breathing room air are expressed in
mmHg. Comparisons against controls. * p<0.05, ' p<0.01 *p<0.001. Comparisons be-
tween BMI, and BMI,. § p<0.05, 11 p<0.01, ** p<0.001.

strategy to prevent muscle damage in COPD. While adequate cytosol GSH guarantees a success-
ful myogenic program, the maintenance of mitochondrial GSH levels may ensure cell survival as
inferred from previous observations 1*?% in which the selective depletion of mitochondrial GSH
sensitizes cells against chemical or cytokine-mediated cell death.

The main finding of the current study was that the BMI, group showed a distinctive behaviour
in terms of muscle GSH response to training compared to BMI| and healthy sedentary subjects.
As displayed in Figure 1 left panel, AGSH clearly decreased in BMI, after training (in seven
out of the nine patients). In contrast, GSH levels almost doubled in healthy sedentary subjects
(post-training GSH increased in all five controls); whereas no changes in AGSH were observed in
the BMI | patients, on average. It is of note, however, that in six out of the eleven BMI | patients
physiological increase in GSH was observed, whereas GSH fell after training in the remaining
five patients. The variability observed in BMI may partly reflect the complex interactions that
determine muscle dysfunction in COPD.
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Muscle wasting is a serious complication in COPD, as well as in other chronic disorders *",
and hence identification of responsible mechanisms may be of outmost relevance as muscle wast-
ing stands as an independent predictor of mortality. Weight loss in COPD patients may likely
reflect the end result of genetic susceptibility plus the interplay of several factors at pulmonary
and peripheral level. Abnormal cytokine response, oxidative stress, tissue hypoxia, physical de-
conditioning and severity of the disease have been extensively reported ® as potential triggers
of peripheral muscle dysfunction in COPD. Redox dependent and redox independent pathways
modulate key transcription factors such as NF-xB that has a prominent role in regulating myo-
genesis through control of cell cycle and muscle-specific transcription factors (i.e. Myo D) ¢%23,

24200 The analysis of these complexities is, however,

NF-kB is also known to regulate cell survival ¢
clearly beyond the scope of this study.
Increased YGCS-HS mRNA expression after training in BMI, (Figure 1, right panel) was
interpreted as an adaptive mechanism to counteract exercise-induced oxidative stress in these
patients. Y-GCS-HS is known to be up-regulated in response to divergent stressful conditions
including oxidative stress or GSH depletion 5?79 yGCS-HS mRNA levels showed a trend to

decrease in controls that was analyzed as a negative feed-back regulation due to the increase in
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FIGURE 1. Left panel: Individual (symbols) and mean (horizontal lines) changes in muscle reduced glutathione (AGSH)
expressed as post- and pre-training differences (Panel A). COPD patients with low BMI (BMI,, n=9, open triangles); COPD
patients with normal BMI (BMI,, ,n=11, solid triangles), and healthy sedentary subjects (Controls, n=>5, solid squares). As
described in the text, post-training AGSH showed a two-fold increase in controls; no changes in BMI,; and, a significant fall
in BMI, (ANOVA, p< 0.005). AGSH in BMI, showed significant differences with both BMI, and controls (* p< 0.05 each).
Right panel: Effects of training on yYGCS-HS/18S mRNA expression expressed as described for the panel A (Panel B).BMI,
(n=7); BMI, (n=8); and, Controls (n=5). yYGCS-HS/18S mRNA expression showed a trend to increase in BMI,, no changes
were seen in BMI,, whereas YGCS-HS mRNA down-regulation was observed in C. Statistically significant differences were
seen between BMI, and healthy sedentary subjects (* ANOVA with contrast analysis, p< 0.05).

62



Trabajos Originales

GSH levels. The negative correlation between the AGSH and the fall in YGCS-HS mRNA levels
(r=-0.95) after training supports the interpretation.

In summary, the current results indicate the association between muscle wasting and abnormal
response of the redox system in COPD. The impact of muscle wasting on the prognosis of the
disease prompts the need for further progress in the understanding of the mechanisms involved in
weight loss. In this line, a proper characterization of the underlying genomic determinants of the
abnormal response of the GSH system may facilitate the identification of pivotal factors modulat-
ing the progress of the disease. Moreover, it may also help to guide the debate on the rationale
for interventions increasing the redox potential of muscle cells in the subset of COPD patients
with low BMI. Whether or not new pharmacological antioxidant agents now under development
might be useful to enhance physiological adaptations to endurance training remains speculative.
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Increased tumour necrosis factor-o plasma levels during
moderate-intensity exercise in COPD patients
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ABSTRACT: Post-training down-regulation of muscle tumour necrosis factor
(TNF0) messenger ribonucleic acid (mRNA) expression and decrease in cellular
TNFo levels have been reported in the elderly. It is hypothesized that chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) patients may not show these adaptations
due to their reduced ability to increase muscle antioxidant capacity with training.
Eleven COPD patients (FEV, 36+4 % pred) and six age matched controls were
studied. Pre- and post-training plasma levels of: TNFo, soluble TNF receptors
(STNF-R, sTNF-R55 and sTNF-R75) and interleukin (IL-6) in plasma at
rest and during exercise and vastus lateralis TNFo-mRNA were examined.
Moderate-intensity constant-work rate exercise (eleven minutes of 40% pre-
training Wpeak) increased pre-training plasma TNFa levels in COPD patients
(from 1743.2 to 23+2.7 pg/ml; p< 0.005) but not in controls (from 18.7+4.6 to
19+3.2 pg/ml). No changes were observed in sSTNF-R or in IL-6 levels. After
eight-weeks endurance training, moderate-intensity exercise increased
plasma TNFo levels similarly to pre-training (from 16+3 to 21+4 pg/ml;
p< 0.01). Pre-training muscle TNFo—mRNA expression was significantly
higher in COPD patients than in controls (29.3+13.9 vs 5.0£1.5 TNFo/18S,
respectively; p< 0.05), but no changes were observed after exercise or training.
It is concluded that moderate-intensity exercise abnormally increases plasma
TNFo levels in chronic obstructive pulmonary disease patients without exercise-
induced upregulation of the TNFo. gene in skeletal muscle.
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Introduction

Different lines of evidence involve cytokines,
particularly tumor necrosis factor-o. (TNFa), in
the process of skeletal muscle wasting observed
in approximately 20% of COPD patients (1-
5). Muscle redox status itself and activation of
transcription factors such as NFk-B by reactive
oxygen species (6;7) seem to be involved in
the signal-transduction pathways that modulate
cellular TNFo levels. Moreover, it has been
reported that exercise training in normal elderly
humans down-regulates TNFo-mRNA expression
and decreases muscle TNFa levels (8) likely
related to enhancement of the O, transport/O,
utilization system.

It is well accepted that heavy exercise induces
abnormally high levels of oxidative stress in
COPD patients (9). We recently showed (10) that
after eight weeks of endurance training at the same
relative load, muscle redox potential appear to be
reduced in COPD patients, but not in age-matched
healthy sedentary controls.

In the present study, we hypothesize that
COPD patients may present an abnormal cytokine
response to exercise. They might not show training
down-regulation of muscle TNFo, as reported
in healthy subjects (8), because of the lower
antioxidant capacity (10) after training. The study
examines the effects of both endurance training
and moderate intensity exercise (pre- and post-
training) on: 1) cytokine plasma levels (TNFo;
soluble TNF receptors: sTNF-R; sTNF-RS5,
sTNF-R75; and, IL-6); and, 2) mRNA expression
for TNFa in limb skeletal muscle, in a population
of eleven patients with COPD and six age matched
healthy controls (10).

Methods

Study Group

Eleven of the seventeen COPD patients
according to the ATS criteria (11) examined in
(10) and six healthy sedentary age and gender-
matched controls were included in the study. All
participants signed the written informed consent
approved by the Committee on Investigations
involving Human Subjects at the Hospital Clinic,
Universitat de Barcelona.
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Study design

Selection procedures for inclusion in the study
and details of the design have been reported in
(10). Briefly, we carried out pre- and post-training
measurements to assess the effects of endurance
training (incremental exercise testing; 31-
phosphorus magnetic resonance spectroscopy; and,
V’0, -on kinetics, not reported in the present study)
and to evaluate changes in cytokine plasma levels
during constant-work rate exercise.

All subjects trained 5 d per week for 8 wk.
Training sessions were of 60 min duration and split
into small blocks of 2 to 5 min of high intensity
continuous cycling (around 60 cycles per minute)
(at approximately 90% of the Wpeak at the end of
the training program) for at least an effective period
of 30 min. Recovery time between the high intensity
periods consisted in cycling at the same speed and
under 60 % of pre-training Wpeak. The first week
was used as an adaptation period were the high
intensity blocks were initially of 60 % of Wpeak.
After that the work level has been raised until reach
values close to the 90 % pre-training Wpeak and
maintained until the end of the training period.

Constant work rate exercise

After placing an arterial catheter (Seldicath,
Plastimed, Saint-Leu-La-Foret, France), subjects
were installed on the cycle ergometer with the
mouth piece in place which allowed on-line
calculation of pulmonary O, uptake (V’0,). They
cycled for eleven minutes at a constant work rate of
40% pre-training Wpeak at a speed of 60 r.p.m. The
rationale for choosing a moderate intensity constant-
work rate protocol was to achieve a sustainable
exercise activity (12). Arterial blood sampling for
measurements of cytokine plasma levels was done
at rest, at 11 min of steady state exercise and at 20
min post-exercise.

Muscle Biopsies

After appropriate antisepsis and anesthetics of
the skin, a muscle biopsy was obtained in a subset
of nine COPD patients and the six healthy controls
from the “vastus lateralis ” using a Bergstrom needle.
Muscle samples were immediately frozen in liquid
nitrogen and stored at —70°C for their later analysis.
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Cytokine measurements

Plasma levels of TNFo, soluble TNF-receptors
(STNF-R; sTNF-R55, sTNF-R75) and IL-6 were
assessed by ELISA (Medgenix, BioSource Europe,
Fleurus, Belgium, for II-6 and TNF-o; Bender
MedSystems, Vienna, Austria for sTNF-R) (13);
results were expressed in pg/ml. Intra-assay
coefficients of variation (CV) at different TNFo.
concentrations (86.7+4.4 pg/ml, 591422 pg/ml, and
1027+15 pg/ml; n=20) were 5.1 %, 3.7 % and 1.4
%, respectively. Inter-assay CV at different TNFo.
concentrations (4144 pg/ml, 162+13 pg/ml and
664+66 pg/ml; n=10, 13 and 10 respectively) were
9.7 %, 8.0 %, and 9.9 % respectively. The minimum
detectable concentration is estimated to be 3 pg/ml
(Medgenix, Fleurus, Belgium).

Skeletal muscle mRNA expression for TNFou:
Total RNA from vastus lateralis muscle was
extracted by TriPureTM kit (Boheringer-Manheim,
Germany), a commercial modification of the acid
guanidinium isothiocyanate/phenol/chloroform
method described by Chomczynski and Sacchi
(14). TNFoo mRNA was measured by a two-step
RT-PCR method (15) using appropiate forward
(5'- AAG AGT TCC CCA GGG ACC TCT -3")
and reverse (5'- CCT GGG AGT AGA TGA GGT
ACA- 3") primers (Gene specific relative RT-PCR
kit 5345). The predicted size of the amplified
product using these primers is 233 bp. Briefly, for
each sample, 5 ug of RNA were reverse-transcribed
(RT) into cDNA in the presence of appropriate anti-
sense primers. The PCR reaction was carried out
as follows: 1x (94°C, 1:00 min); 33x (94°C, 1:00
min; 61°C, 1:00 min; 72°C, 2:00 min); 1x (72°C, 4
min) in the presence of 1.5 mM MgCl, . All the RT-
PCR were standardized at 33 cycles to ensure that
the samples were assayed within the exponential
phase of the PCR reaction. The RT-PCR products
were electrophoresed in 2% agarose gels in TBE
buffer. The gel was stained with ethidium bromide
and quantitated by scanning densitometry. Values
for TNFo-mRNA were corrected by 18S RNA
expression and expressed as % TNFa/18S ratio.
The set of primers used amplify a segment of the
18S rRNA with a predicted size of 495 bp. The
abundance of rRNA is a major limitation to its
utility as a control, since an endogenous control
must be in the same linear ranges as the RNA under
study when amplified under the same conditions.

Ambion’s Competimer™ technology (patent
pending) allow to attenuate the amplification of
18S-rRNA by using a modified primer (competimer)
that cannot be extended. In this way the expression
of the internal control can be modulated to the
level of even rare messages, without affecting the
performance of other targets in a multiplex PCR
reaction. The proportion of primer/competimer
used was 3:17.

Data analysis

Results are expressed as mean+=SEM. Changes
within groups were analyzed using Student paired-t
test. Comparisons between groups were done using
Student unpaired-t test. When normality test fail,
a logarithmic transformation was applied to the
data. A p-value < 0.05 was taken as statistically
significant.

Results

The COPD group (age 65+1.4 yrs, range 59
to 72 yrs; and, BMI 25+1.5 kg/m?, range 15 to 36
kg/m?) (Table I) encompassed a large spectrum of
severity of the disease. These patients showed a
severe obstructive ventilatory defect (FEV, 40+4.4
% pred, range 15 to 57% pred; PaO,69+3.3 mmHg,
range 54 to 89 mmHg) with limited exercise
tolerance (V’O,peak 17+1.6 ml/Kg/min, range 9 to
27 mL/Kg/min). Healthy sedentary controls were
matched by gender (all men), age (age 63£1.9 yrs)
and body mass index (BMI, 26.9£0.9 kg/m?) and
showed normal pulmonary function test values
(FEV, 112411 % pred) and exercise tolerance
(V’Opeak  2440.8 ml/Kg/min). As reported in
detail in (10), a significant training effect was
observed in the two groups. In COPD patients,
exercise tolerance increased (AWpeak 41+12% and
AV’O,peak 10.5+3%, p< 0.01 each) and arterial
[La] at iso-work rate fell -20£6 % after training
(p< 0.01). Likewise, healthy sedentary controls
enhanced exercise tolerance (AWpeak 32+13%,
p= 0.05; and, AV’Opeak 14+3% p< 0.005) and
arterial [La] at iso-work rate fell -12.5 £ 3.9 % after
training (p< 0.05).

Cytokine plasma levels during exercise and after
training

No differences in TNFo plasma levels at rest
were observed between patients and controls
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Table 1. Characteristics of the study group

COoPD Control
Age, yrs 65 + 1.4 63 + 1.9
Weight, kg 66.0 + 4.1 75.7 + 1.6*
BMI, kg-m™ 247 = 1.5 269 + 0.9
FEV, L 113 += 0.1 3.5 &  0.3%x*
FEV,, % pred 40 * 44 112 £+ 10.6%*
FVC, % pred 59 £ 3.5 108 £ 6.5%**
FEV./FVC, % 0.45 + 0.03 0.80 + 0.06%*
TLC, % pred 94 * 4.6 99 * 7.0
FRC, % pred 126 + 10.9 96 T 5.3%*
RV/TLC, % 06 <t 0.03 0.32 + 0.03%**
PaO,, mmHg 69 * 3.3 100 =+  3.3%*x
PaCO,, mmHg 42 + 1.6 36 £ 1.3%*x

Table 1. Data are presented as meant+SEM. COPD: chronic
obstructive pulmonary disease; BMI: body mass index; FEV :
forced expiratory volume in one second; % pred: percentage of
the predicted value; FVC: forced vital capacity; TLC: total lung
capacity; FRC: functional residual capacity; RV: residual volume;
Pa,0, and Pa,CO, : arterial oxygen and carbon dioxide tension,
respectively, both measured breathing room air. *: p<0.05; **:
p<0.01; ***: p<0.001 (unpaired-t test); (1 mmHg=0.133 kPa.).

(1743.2 pg/ml and 18.7£4.6 pg/ml; respectively).
It is of note, however, that COPD patients
significantly increased TNFo. plasma levels during
moderate intensity constant-work rate exercise
(from 1743.2 pg/ml to 23+2.7 pg/ml, p< 0.005), not
seen in the control group. It should be noted that all
the subjects reach a plateau in the oxygen uptake at
this work load. TNFa plasma levels showed a trend
to returned to resting values 20 min after exercise
(Figure 1, left panels top and bottom, respectively).
Exercise training did not modify the exercise-
induced response to TNFo plasma levels seen in
the COPD group (Figure 1, right panels).

Pre-training plasma levels of TNF soluble
receptors (STNF-R) at rest were similar between
COPD patients (0.1910.04 pg/ml and 0.69+0.12
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pg/ml, sTNF-R55 and sTNF-R75, respectively)
and controls (0.4020.1 pg/ml and 0.90£0.28 pg/ml,
respectively). Likewise, no differences between
the two groups were seen in IL-6 plasma levels at
rest (7.912.4 pg/ml and 6.1£3.8 pg/ml, COPD and
controls respectively). No changes in sTNF-R nor
in IL-6 were observed during moderate intensity
exercise nor after training in the two groups (data
not shown).

Skeletal muscle TNFo-mRNA expression

At rest, TNFo-mRNA expression was
significantly higher in COPD patients (29.3 £ 13.9
TNFo/18S) than in healthy sedentary subjects (5.0
+ 1.5 TNFo/18S) (p< 0.05) showing a marked
heteroscedascity in the COPD group, as displayed
in Figure 2. No changes in muscle TNFo-mRNA
expression after moderate intensity exercise (post-
minus pre-exercise diff. -8.3+14.7 TNFo/18S), nor
after endurance training (post- minus pre-training
diff. 5.4+8.3 TNFo/18S), were seen in COPD
patients. Similarly, healthy sedentary controls
did not show changes in muscle TNFo-mRNA
expression after exercise (by 8.95+9.2 TNFo/18S),
nor after training (by 3£15.8 TNFo/18S).

Taking into account only those patients who
underwent muscle biopsy, no correlation was found
between muscle TNFo-mRNA expression and
plasma TNFa levels. It is of note that no differences
were observed between these subgroup compared
to the whole group in plasma TNFa levels (19 £1.7
pg/ml and 17£3.2 pg/ml, respectively).

Discussion

Increase in TNFo. plasma levels

The main finding of the present study was a
consistent rise in TNFo plasma levels (pre- and
post-training) after eleven minutes of moderate
intensity constant-work rate cycling exercise in
COPD patients (Figure 1, top panels), not observed
in healthy sedentary controls (Figure 1, bottom
panels). This phenomenon was not accompanied
by changes in TNF soluble receptors (sSTNF-R) nor
in IL-6. To our knowledge, this study reports for
the first time higher sensitivity of COPD patients
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Figure 1. Individual plasma tumour necrosis factor (TNF)-a levels before (a and ¢) and after (b and d) training in chronic obstructive
pulmonary disease patients (a and b) (p<0.005 and p<0.01, exercise versus rest, respectively) and control subjects (¢ and d) (both
p=non signicant). Levels of TNF-o. were measured at rest, after 11 min of moderate-intensity constant-work-rate exercise at 40% of
pretraining peak work-rate, and 20 min after exercise. Horizontal bars represent means.

to increase in cytokine plasma levels at moderate
intensity sustainable exercise. Interestingly, normal
subjects and trained athletes at high exercise levels
show increase plasma IL-6 levels as the predominant
exercise-induced cytokine.

Baseline plasma TNFa (and sTNF-R) was on
average within the reference limits of our laboratory
(<20 pg/ml) (16). Since the COPD group showed
normal BMI on average, no differences between
patients and controls were expected at rest

(17.243.2 vs 18.714.6 pg/ml, patients and controls,
respectively). Unfortunately body composition have
not been assessed in the present study and analysis
by fat free mass could not be done (17).

It should be noted that, even after eight weeks
of exercise training, moderate exercise has shown
increasing levels of plasma TNFo not seen in
the control group. In healthy subjects (18), it is
well established that both strenuous and long-
term endurance exercise increase circulating
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pro-inflammatory cytokines, in particular IL-6.
Although the sources of cytokine release during
strenuous exercise remain controversial, different
potential origins for increased secretion of these
mediators have been suggested: 1) most likely
release from intensively working muscles (19); 2)
sympathetic activation acting on immune organs

cells (21;22). The later is, however, a controversial
issue (23;24). Increased IL6-mRNA expression
was detected in lower limb muscle biopsies
after marathon running, coinciding with the rise
of circulating IL-6 levels (19). Cytokine plasma
levels seem to be related to two main factors: 1)
intensity and duration of exercise; and, 2) muscle

(18); 3) Fat tissue (20); and, 4) Blood mononuclear damage induced by high-intensity exercise.
a) COPD Controls
Pretraining Post-training Pretraining Post-training
1 B A B B A B A

1500 —s
1000—

1500 —»
400—»
300—s»

200 —

b) 150+ c) -

100 \ b N

TNF-0. /18S mRNA

Measurement

Measurement

S —— 185

«—TNF-0

d) - e) -

Measurement Measurement

Figure 2. a) Representative reverse transcriptase polymerase chain reaction for tumour necrosis factor (TNF)-oo messenger ribonucleic
acid (mRNA) (233 base pairs (bp)) and 18S mRNA (488 bp) ribosomal subunit expression in vastus lateralis muscle (lane 1: ribonucleic
acid ladder). b) Individual TNF-0/18S mRNA expression in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients (b and ¢) and healthy
controls (d and e) before (b and d) and after (c and e) training, before (B) and after (A) constant-work-rate exercise at 40% of pretraining
peak work-rate. Horizontal bars represent means. p<0.05 versus healthy controls.
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The level of exercise performed by our study
group was moderate and perfectly sustainable as
assessed by steady state conditions in heart rate
and oxygen uptake. Accordingly, none of the
former circumstances linked to strenuous exercise
were present in our study.

It is well accepted that skeletal muscle TNFo
may have autocrine and/or paracrine physiological
functions, and its role in metabolic regulation is
well known. It has been described that TNFo
may decrease fat mass by stimulating lipolysis
(25) and increasing leptin plasma levels (26).
Signal-transduction pathways sensitive to reactive
oxygen species (7;27) seem to play a fundamental
role modulating cellular levels of this cytokine
(8). In these patients, however, moderate levels
of exercise did not provoke detectable changes
in muscle redox status, as reported in detail in
(10). Likewise, no exercise-induced change in
TNFa-mRNA expression was seen in the COPD
group. In this study, TNFoa-mRNA expression
has been analyzed by RT-PCR. A single product
of the expected size was amplified. Although not
sequenced, this corresponds, with all likelihood,
to the predicted segment of TNFa, based upon its
electrophoretic mobility.

Since the second muscle biopsy was taken
immediately after exercise, the time elapsed for
de novo synthesis of muscle TNFo seems to be
insufficient (28). Similarly, Colbert and coworkers
have found plasma IL-6 to be increased in mice
after intense exercise without any change in mRNA
expression in lung, liver, brain, nor in skeletal
muscle (29). In concert with our findings, these
authors did not find increasing muscle TNFo-
mRNA expression after exercise. Nevertheless
we can speculate that exercise could have
triggered the release of pre-formed TNF from the
muscle involving post-transcriptional regulation
mechanisms. Enhanced levels of ROS (10) may
induce cytokine release at a post-transcriptional
level, independent of RNA synthesis (30).
Although we characterized the regulation of
TNFo at the molecular level by determining the
vastus lateralis TNFo-mRNA expression, the lack
of measurement of its cellular protein levels, due
to the limited availability of muscle sample, limits
the interpretation of some of the findings.

Lack of training effects on muscle TNFo. mRNA
expression

Up-regulation of muscle TNFo-mRNA
expression (Figure 2) was observed in three
out of nine (30%) COPD in the pre-training
measurements at rest (BMI, 20.6, 20.1 and 26.1
kg.m?, respectively). These three patients did
not present abnormal resting plasma TNFo nor
differences in exercise or training effects compared
to the rest of the subjects. In the present study, no
relationships were found between TNFo plasma
levels and BMI nor between TNFa plasma levels
and TNFo-mRNA expression.

The COPD group did not show training-
induced down-regulation of TNFa-mRNA
expression. We expected this kind of result because
of the lower muscle antioxidant capability after
high-intensity physical training in these patients
compared to healthy controls (10). It is well
known that ROS induced a dose-dependent release
of cytokines (31). Moreover, the administration of
antioxidant have demonstrated to down regulate
the release of cytokines secondarily to exercise
(23). We acknowledge, however, that the lack
of measurements of muscle TNFa levels do not
allow clear-cut conclusions in this regard.

The concomitant absence of training-induced
down-regulation of muscle TNFo-mRNA
expression in the control group should also be
mentioned, which could be partly attributable to
the different type of training program employed
in the current study compared to (8). It is of note
that the aforementioned study was conducted in
frail elderly subjects (81%1 year) who underwent a
three months light stretching exercise pre-training
program followed by a supervised resistance
exercise training program (3 days/wk) for an
additional period of three months. In summary,
both the duration of training and muscle groups
exercised were different from our study.

We conclude that patients with COPD show an
abnormal rise of circulating plasma TNFo during
moderate intensity exercise, not accompanied by
an increase in IL-6 levels usually seen in healthy
subjects during strenuous exercise. Concomitant
with an absence of training-induced effects on
muscle TNFo-mRNA expression. We consider that
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our results open striking questions, particularly
those related with the abnormal TNFo response
during moderate exercise and its relationships with
systemic effects of the disease. Further research
is needed to clarify the origin and physiological
meaning of these findings.
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Abstract: We hypothesized that mitochondrial respiratory chain uncoupling may contribute to limb muscle dysfunc-
tion in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) patients with low body mass index (BMI, ). Seven BMI, (FEV,
3346% pred, BMI 19£1 Kg.m?), eight COPD patients with normal BMI (BMI, ) (FEV, 474£6% pred, BMI 29+2 Kg.m™),
and seven healthy sedentary individuals (FEV  95+5% pred, BMI 28+2 Kg.m?) were studied before and after 3-week
endurance training. Two open biopsies of the vastus lateralis were carried out to assess muscle structure, in vitro mito-
chondrial respiratory function, isolated mitochondria and whole muscle glutathione levels.

Pre-training respiratory chain function (ACR, acceptor control ratio) was lower in BMI, (2+1) than in both BMI |
(5+1) and controls (8+1) (ANOVA p<0.01). Arterial oxygenation at rest (r=0.70, p=0.0016) and at peak exercise
(r=0.63, p=0.009) correlated with ACR which, in turn, showed a negative association with the increase in arterial
blood lactate levels at 45 W (r=-0.60, p=0.01). No training-induced changes in ACR were observed.

We conclude that COPD patients with reduced muscle mass show electron transport chain dysfunction which seems
to contribute to low muscle endurance in this subset of patients.
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INTRODUCTION

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD)! may generate major extra-pulmonary effects,
being skeletal muscle dysfunction a prominent contributor to exercise limitation?. Limb muscle
abnormalities have a multi-factorial nature, including physical inactivity, systemic inflammation/
oxidative stress and cell hypoxia*®.

It is acknowledged that COPD severity' is associated with an augmented prevalence of sys-
temic effects leading to loss of fat free mass (FFM). The phenomenon has a deleterious impact
on health status, increased use of health care resources and poor disease prognosis, which is
partly independent of the degree of FEV, impairment”. A better knowledge of the interplay
among mechanisms determining limb muscle dysfunction and loss of fat free mass in COPD may
enhance our understanding of the functional heterogeneities of the disease which, in turn, may
lead to a better management of the patients.

%10 we reported that physical training improves muscle bioenergetics in

In previous studies
COPD patients, irrespective of the staging severity, but they show an abnormal adaptation to
muscle oxidative stress generated by repeated high-intensity training sessions. Since altered adap-
tations of muscle redox status after 8-week endurance training are particularly evident in patients
with low body mass index (BMI,)*", we hypothesized an association between loss of FFM and
abnormal mitochondrial respiratory chain function in COPD. It is known that the mitochondria
are important generators of reactive oxygen species playing a central role to regulate muscle cell
regeneration through several oxygen-sensitive pathways some of them mediated by NF-xB!:!?

In the current investigation, we explored this hypothesis in eight COPD patients with normal
BMI (BMI), seven BMI, (< 21 kg.m?), and seven healthy sedentary individuals. All were exam-
ined at rest, before training, and after 3-weeks of high intensity endurance exercise.

Along with the analysis of the respiratory chain function at baseline, which was the primary
objective of the study, we also aimed to explore the time course of training-induced changes in
muscle glutathione in the scope of those previously described after an 8-week training period®!°.
At both time points, baseline and after 3-weeks training, we examined in vitro muscle mitochon-
drial respiratory chain function, and glutathione levels in muscle homogenate and in isolated
mitochondria®. It is well accepted that cellular training-induced changes can be already evident
at 3-weeks!*16.

METHODS

Study Group

Fifteen clinically stable COPD patients (all men) (Table 1) were included in the study. All
patients were on bronchodilators and inhaled corticosteroids. They were clinically stable at the
time of the study, without episodes of exacerbation or oral steroid treatment in the previous four
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months. None of them presented significant co-morbidities. Seven age-matched healthy seden-
tary subjects were included as controls. Eight COPD patients were characterized as BMI | (BMI
> 21 kg.m”) and the remaining seven COPD patients were BMI (BMI <21 kg.m?)"%%. Selection
procedures for inclusion in the study were: a) Clinical assessment; b) Pulmonary function test-
ing (Jaeger, Master Screen; Wiierzburg, Germany)???; ¢) Chest X-ray film; and, d) General blood
analysis. Measurements to characterize the subjects included: i) Body composition analysis by Bio
Impedance (Quantum X, RJL Systems instruments, Clinton Twp., MI - USA); ii) Incremental
cycling exercise protocol (CardiO, cycle Medical Graphics Corporation, St. Paul, Mn. US)?; iii)
Left quadriceps static (isometric) and dynamic (isokinetic) strength and endurance (Cybex 6000.
Lumex Inc., Ronkonkoma, NY, USA)*; and, iv) Muscle morphometry using immunohistochemi-
cal procedures®?. All participants were informed of any risks and discomfort associated with
the experiment, and written informed consent was obtained in accordance with the Committee
on Investigations Involving Human Subjects at the Hospital Clinic, Universitat de Barcelona,
which approved the study.

Study design

Measurements were performed before and after three weeks of exercise training consisting of
exercise sessions five days per week for three weeks. Open muscle biopsies of the “vastus lateralis”
(~0.8 g) were obtained before (at rest) and after the training period. Muscle specimens were
processed as follows: a) approximately ~0.7 g of the muscle sample was included in Kreb’s buffer
(pH 7.40) solution for immediate processing assays (homogenate and mitochondrial glutathione
concentrations and mitochondrial respiration assays); and, b) ~0.1 g was included in RNA stabi-
lization reagent (RNAlater®, Ambion, Inc., 2130, Woodward street, Austin TX-USA) and stored
at -20°C for RNA extraction. Two COPD patients (1 BMI, and 1 BMI ) and two healthy controls
studied at baseline refused to underwent the post-training biopsy (post-training BMI, n= 6, BMI |
n= 7, and controls, n= 5).

Lung function at rest, body composition and exercise testing

Lung function. Forced spirometry, lung volumes, and carbon monoxide transfer capacity (TL )
were measured (Jaeger, MasterScreen; Wiierzburg, Germany) and the results were expressed as a
percentage of the reference values obtained in our own laboratory??2. Arterial oxygen tension
(Pa0O,), carbon dioxide tension (PaCO,), pH and blood lactate were analyzed on a blood gas
analyzer (Ciba Corning 800, Medfield, MA, USA).

Body composition. Body composition was estimated using single frequency (50 kHz) bio-electri-
cal impedance analysis (Quantum X, RJL Systems instruments, Clinton Twp., MI - USA) while
subjects were in supine position. Fat free mass (FFM) was calculated from gender-specific regres-
sion equations”’. Fat free mass index was obtained by dividing FFM in Kg by height in m?.
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Incremental exercise protocol. After placing an arterial catheter (Seldicath, Plastimed, Saint-
Leu-La-Foret, France), subjects were installed on the cycle ergometer with the mouth piece in
place. On-line calculations of whole-body O, uptake (VO,), CO, output (VCO,), minute ventila-
tion (V,), respiratory exchange ratio (RER), and heart rate (HR) were obtained. Arterial blood
samples were taken each three minutes throughout the test for analysis of blood gases and lactate.
Blood samples were kept on ice until analysis (Ciba Corning 800, Medfield, MA, USA). After
three minutes of unloaded pedaling work rate was increased by 5 or 10 Watts per minute. All
studies were done using an electromagnetically-braked cyclo-ergometer (CardiO, cycle Medical
Graphics Corporation, St. Paul, Mn) with a mechanical assistance to overcome the internal
frictional resistance.

TABLE 1
CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUPS

COPD BMI COPD BMI Controls
Age, yrs 63.0 t 2 61.3 + 6 61.8 + 2
Weight, kg 810 + 6 55.4 + 2% 790 + 5
BMI, kg/m? 290 + 2 19.2 £ 1% 280 * 5
FEV, L 1.6 * 0.2¢ 1.2 = 0.2t 3.2 + 0.2
FEV,, % pred 47 + 6 33 + 6t 95 + 5
FVC, % pred 79 = 5 55 <+ 5% 97 + 5
TLC, % pred 110 + 4 108 =+ 6
FRC, % pred 141 + 9 159 + 14
RV, % 159 + 14 190 =+ 19
DL, % pred 60 * 5 39 & 3
Pao, . mmHg 77 + 5 73 + 2= 95 + 6
Pao, .., mmHg 72 + 9 63 T 4% 104 + 14
PaCO,, mmHg 42 + 3 42 £ 2 374 + 2
Watt peak 97 + 8 45 + 9% 154 + 14
VO,, peak, mL.min" 1502 + 126 599 + 76% 2049 + 171
Isometric, Nm 184 + 16 117 + 20% 205 = 12
Isokinetic,, Nm 118 * 12 62 + 12 129 = N

90"

Definition of abbreviations: BMI = body mass index; CSA = cross sectional area; Cap./Fiber
= capillaries to fiber ratio. Quadriceps measurements: Isometric strength in Nm, Isokinetic
strength at 90 degrees.s’ in Nm, and Endurance in J.

Comparisons with Controls. * p<0.01, " p<0.001.

Comparisons between BMI,, and BMI,. * p<0.01, § p<0.001
All comparisons done with ANOVA using a SNK post-hoc analysis of contrasts
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Muscle Strength

Measurements of maximal voluntary contractions of the left quadriceps were made during
static (isometric) and dynamic (isokinetic) contractions against an isokinetic system (Cybex
6000. Lumex Inc., Ronkonkoma, NY, USA). After a previous muscle warm up peak extension
torque was evaluated at 60 degrees of knee flexion, the best of five repetitions was taken for the
analysis. Isokinetic strength test consisting on a five repetitions at the following different angular
speeds (60, 90, 120, 180 and 240 degrees s*). The best peak torque and peak power were taken for
the analysis. Also an endurance test was carried out in all patients. This test consisted in a set of
30 knee extensions at a speed of 90 deg s': The total work done during the repetitions was used
to analyse the quadriceps endurance. To ensure the maximal muscle strength in each test, rest
periods were introduced between them. Reference values for quadriceps force were used*.

Muscle structure

The muscle was embedded in paraffin and ten-micrometer thick sections were cut, varying
the inclination of the holder by 5° increments until the minimum fiber cross-sectional area was
obtained,which was defined as truly transverse?>, Consecutive cross-sections were processed by
immunohistochemical techniques using monoclonal antibodies directed against myosin heavy
chain (MyHC) isoforms type I and type II (MHCs and MHC clones; Biogenesis, New Fields,
Poole, UK). The fiber cross-sectionalarea (CSA), mean least diameter, and proportions of type I
and IIfibers were assessed using a light microscope (OLYMPUS, Series BX50F3; Olympus Optical
Co., Hamburg, Germany) coupled with an image-digitizing camera (Pixera Studio, Version 1.2;
Pixera Corporation, Los Gatos, CA) and a morphometry program (NIH IMAGE, Version 1.60).
At least 100 fibers were measured from each biopsy?. Fiber diameters between 40 and 80 um were
considered normal?¢%.
Mitochondrial respiration

Mitochondrial were obtained by percoll centrifugation gradient®. The rate of oxygen consump-
tion was measured using Clark-type oxygen electrode (Hansatech Instruments Limited, Norfolk-
UK) within one hour after completion of mitochondrial isolation®. The respiratory function was
analyzed in medium containing 225 mM sucrose, 5 mM MgCl,, 10 mM KH,PO » 20 Mm KCl,
10 mM Tris, and, 5mM HEPES at 25°C continuously stirred, using an electromagnetic stirrer
and bar flea. The mitochondrial suspension was added to the reaction medium and ADP-limited
respiration (state 4) was initiated by the addition of (13.5 mM) succinic acid in absence of ADP.
Release of state 4 was obtained by the addition of (0.63 mM) ADP, a phosphate acceptor (state 3).
Oxidative phosphorylation efficiency was assessed by acceptor control ratio (ACR) by dividing
the slope of state 3 to the slope of state 4*.
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Assessment of muscle redox status

Fresh muscle samples were homogenized in a buffer consisting in 20 mM Tris, 0.25 M sucrose,
40 mM KCl, 2 mM EGTA and Img/ml bovine serum albumin (BSA) and 500 ul were separated
by glutathione concentration assessment. The rest of the sample served to mitochondrial isola-
tion by percoll centrifugation gradient®. In both fractions (homogenate and mitochondria), the
two molecular forms of glutathione, reduced (GSH) and oxidized gluthatione (GSSG) were ob-
tained by high-performance liquid chromatography (HPLC) as described previously in detail®.
An HPLC equipped with a 3-aminopropyl column and an UV spectrophotometric detector (365
nm) was used. GSH and GSSG standards were used to quantify glutathione concentrations.

Training program

Patients exercised on a cycle ergometer (Jaeger ER 550; Wiierzburg, Germany) five days per
week during three weeks. During the cycling sessions, HR was continuously monitored (Sport-
Tester PE 3000 System, Polar Electro, Kemple, Finland). Patients trained during one-hour sessions
for at least an effective period of 30 min. Training sessions were split into small blocks of 2-5 min
of continuous cycling which allowed achievement of high intensity exercise. Initial work rates
were programmed between the 60 and 75% of the Wpeak until reaching 95% of the Wpeak at
the end of the period.

Data analysis

Results are expressed as mean+SEM. Multiple comparisons were performed using ANOVA or
a Kruskal-Wallis test depending upon the distribution of variables. Training effects were analyzed
using Student paired-t test. Pearson regression analysis was used to assess univariate correlations.
Stepwise multiple regression analyses were used to explore associations between ACR and dif-
ferent baseline variables. Also, we carried out multiple regression analyses of training-induced
glutathione changes as dependent variable and different covariates, namely, FEV,, peak oxygen
uptake, FFM index (FFMi), muscle strength and endurance, and training-induced changes at
peak exercise. A p value lower than 0.05 was taken as statistically significant.

RESULTS

Anthropometric and functional characteristics of COPD patients (BMI n= 8, and BMI, n=7)
and controls (n= 7) are indicated in Table 1. As expected, FFMi was significantly lower in BMI,
(171 kg.m?) than in both BMI (21£1 kg.m™) and controls (2241 kg.m?) (p<0.001). None of the
patients with normal BMI showed abnormally low FFMi. Patients with normal BMI showed high-
er FEV, % predicted than those with reduced muscle mass. The distribution of patients according
to the GOLD' classification was as follows: 4 in stage II (3 BMIL and 1 BMI)); 6 in stage III (4
BMI and 2 BMI|), and 5 in stage IV (1 BMI and 4 BMI,). The two groups of patients showed
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a similar degree of mild arterial hypoxemia, but exercise-induced hypoxemia was slightly more
pronounced in BMI| . Likewise, BMI, had lower exercise tolerance (VO, peak 111 mLkg".min™)
than both BMI, (192 mlkg".min™") and controls (26+2 mlLkg".min™") (ANOVA, p<0.0001).

Quadriceps muscle strength and endurance were also lower in BMI, compared to the other two
groups (Table 1). Muscle-fiber CSA showed a trend to be higher (24%) in controls than in COPD pa-
tients,withidenticalresultsbetweenBMI andBMI, . Butnostatisticallysignificantdifferencesamong
groups were detected. [tisof note thatmuscle endurance normalized by CSA (endurance/CSA ratio)
was significantly lower in BMI, (73+17 J/jum?) than in both BMI (94+6 J/um?*) and C (90+9 J/jum?),
(ANOVA, p<0.001). The ratio muscle strength/CSA was similar among groups (data not shown).
Figure 1 indicates that BMI presented earlier arterial blood lactate ([La]) release than both
BMI, and controls. As expected, exercise-induced increases in [La] showed a strong association
with VO,peak (r= 0.84, p<0.0001) and Watts peak (r= 0.85, p<0.0001). After 3 weeks, a clear
training-induced effect on A[La] was showed in COPD (BMI and BMI,) patients. In BMI , [La]
fell from 3.5£0.4 nmol.L" to 2.1+0.2 nmol.L" at iso-VO, (100% of pre-training peak VO,, p=0.05)
which corresponded to a workload of 45 W. Likewise, [La] decreased from 7.9+0.8 nmol.L"! to
5.2+0.6 nmol.L" after training in BMI (p<0.05). No training-induced changes in [La] were
observed in controls (from 8.7+1.4 to 8.1+0.8 nmol.L"). Early [La] release persisted in BMI, after
training.

Mitochondrial respiration

Individual figures for ACR at baseline are illustrated in Figure 2. On average, ACR at baseline
was significantly lower in BMI, (2.2%1) than in both BMI (5.3%1) and in healthy sedentary
subjects (8.2+1) (ANOVA p<0.01). Abnormal ACR (< 3) was seen in five out of seven BMI, and
in only two out of eight BMI| whereas it was absent in the controls. Arterial PO, correlated sig-
nificantly with ACR, both at rest (r=0.70, p=0.0016) and at peak exercise (r=0.63, p=0.009). Ex-
ercise-induced increase in [La] from rest to 45 watts was negatively correlated with mitochondrial
respiratory function (r=-0.60, p=0.01). Moreover, a positive correlation was shown between ACR
and the endurance/CSA ratio both before (r=0.40, p=0.07) and after (r=0.50, p=0.04) training.

After training, no significant changes in ACR (AACR) were observed in the three subsets
(BMII_, 2+1; BMIN, 1+2; and, controls -1+2).

Muscle glutathione levels

No differences among groups were observed in muscle homogenate concentrations of GSH
(BMI, 7+1; BMI, 9+2; and, controls 5+1 nmol/mg), GSSG and total glutathione at baseline.
After training, a pattern of GSH consumption was observed in BMI; and controls. In these
two subsets, we observed a marked individual variability. In contrast, none of the BMI, patients
showed training-induced GSH changes (Figure 3). The multiple regression analyses indicat-
ed that only FFMi was significantly associated with training-induced glutathione adaptations:
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AGSH (r=-0.46, p=0.056), AGSSG (r=-0.55, p=0.018) and ATotal glutathione (r=-0.47, p=0.046).
No differences in mitochondrial glutathione levels were observed among groups at baseline and
after training.

DISCUSSION

The current study provides original evidence of mitochondrial respiratory chain uncoupling in
COPD patients with reduced muscle mass (Figure 2), not seen in BMIL, nor in healthy seden-
tary subjects. The BMI, group presented low muscle endurance after correction by muscle mass
(muscle endurance/CSA ratio) which showed a moderate but significant correlation with ACR
before and after training.

Potential mechanisms

Although speculative, it can be hypothesized that electron transport chain dysfunction in
BMI, may indicate an abnormal mitochondrial adaptation to long-term repeated episodes of cell
hypoxia. The association between ACR and arterial hypoxemia seems to support this contention.
We acknowledge, however, that causality can not be established from the current study.

Relationships between poor arterial oxygenation and systemic manifestations of COPD, namely
low FEMi and high TNFa plasma levels, have been reported by other authors***. Moreover,
abnormal mitochondrial respiratory chain function has been identified as a contributing
mechanism to limb muscle dysfunction in patients with tissue hypoxia due to chronic peripheral
arterial obstruction®%*7,

In addition to potential perturbations of the main determinants of systemic oxygen flow, COPD
patients are prone to present low muscle O, conductance’ from capillaries to mitochondria and
muscle O, supply-O, demand heterogeneities. These two factors may generate cell hypoxia during
exercise, even in absence of overt arterial hypoxemia. In spite of the fact that low O, conductance
and inequality of O, supply-O, demand can not be directly assessed, there is evidence supporting
a role for muscle hypoxia during sub-maximal work rate.

A first indirect set of data comes from the abnormally high muscle O, flow at a given sub-
maximal work rate seen in COPD patients®**°. It most likely indicates augmented cellular oxy-
gen demand due to mechanical inefficiency, not explainable by abnormal ergonomics during
exercise®®. It has been recently suggested that nitroso-redox imbalance in the cardiovascular
system may play a central role in different chronic disorders*# (congestive heart failure, COPD,
diabetes) triggering tissue hypoxia due to mismatching between O, flow-O, demand. Further
research, however, is still needed to elucidate the mechanisms by which red blood cells act as
oxygen-responsive transducers of nitric oxide bioactivity, as well as to identify the clinical impact
of this pathway.

Moreover, it is well known that in healthy sedentary young subjects*#* mitochondrial oxidative
capacity limits maximum oxygen uptake, at difference with athletes in whom VO, max is clearly
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limited by O, transport*. Likewise, it seems reasonable to hypothesize that muscle energy demand
during heavy exercise in sedentary old COPD patients may exceed mitochondrial oxidative ca-
pacity leading to abnormal exercise-induced oxidative stress seen in these patients’**°. Because
mitochondria are the major consumers of molecular oxygen, they stand as one of the most impor-
tant generators of reactive oxygen species therefore constituting potential targets for therapeutic
interventions in disease states in which oxidative stress originates from these organelles.

Maltais et al.’»? reported altered muscle oxidative capacity at the level of Krebs cycle in COPD
patients, irrespective of their muscle mass status. These abnormalities partly reversed after
endurance training®'. The activity of oxidative enzymes of the Krebs cycle is usually associated
with mitochondrial volume and the changes in these two characteristics may reflect muscle
plasticity to physical training. Despite our training program only lasted three weeks, we showed
clear effects in the patients, as indicated by a significant post-training fall in arterial [La] at iso-

14515

VO,. This observation is consistent with previous studies'"” showing short-term training effects

at cellular level.

Muscle glutathione levels

At difference with other disorders'’, the current research showed that GSH information obtained
in muscle homogenate was not improved by measurements performed in isolated mitochondria.
This is a relevant methodological finding because it simplifies further studies in the field.

The current study does not reproduce the pattern of muscle GSH adaptations to training seen
in a previous report’ wherein healthy sedentary subjects significantly increased muscle GSH levels
after 8-weeks high intensity endurance training. Muscle redox adaptations were modest in BMI
and absent in BMI, *'°. Precisely, the latter subset of patients showed a training-induced decrease in
muscle GSH'® after 8-weeks.

In the current study, we confirm that BMI, after a 3-weeks endurance program show different
training-induced GSH changes than both BMI, and controls (Figure 3). It can be speculated that,
at this time point (3-weeks training), glutathione consumption seen in BMI and in controls is
due to exercise-induced ROS production. Mitochondrial respiratory chain abnormalities in BMI
might be transiently associated with lower rate of ROS production, but the scenario observed in
BMI, after 3-weeks of training is not sustainable according to the previous results obtained after
an 8-weeks training program”'°. With the current results, the analysis of the time course of GSH
adaptations becomes an issue to be explored with a specific study design including muscle redox
measurements carried out before training, at mid-term and after completion of an 8-weeks training
program in the same set of subjects.

Methodological aspects

The rather invasive approach of the study including two open muscle biopsies accounts for the
small sample size which may constitute a limitation for some of the areas explored. In particular,
the lack of significant post-training changes in ACR should be taken cautiously. A type II error
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FIGURE 1
ARTERIAL BLOOD LACTATE LEVELS
DURING CYCLING EXERCICE
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Figure 1. Mean arterial blood lactate levels during incremental cycling exercise. The
graph displays pre-training arterial blood lactate levels in COPD patients with low
BMI (BMI,, triangles), COPD patients with normal BMI (BMI,, circles), and healthy
sedentary subjects (Controls, squares) during incremental cycling exercise. Early
lactate release was seen in BMI, patients compared to both BMI, and Controls (*
ANOVApP<0.05).

FIGURE 2
BASELINE MITOCHINDRIAL RESPIRATION
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Figure 2. Baseline “in vitro” mitochondrial respiratory chain function. Individual
(circles) and mean group (solid lines) data for acceptor control ratio (ACR). Signifi-
cant differences in ACR were shown between BMI, and both BMI, and Controls (*
ANOVA p<0.05). Data of one COPD patient with normal BMI (BMI,) is missing be-
cause of technical problems.
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FIGURE 3
MUSCLE HOMOGENATE GLUTATHIONE LEVELS

30

20

GSH(nmol/mg)

GSSG(nmol/mg)

pre post pre post pre post

BMI BMI Controls
COPD patients

Figure 3. Muscle homogenate glutathione levels before and after training. Individual
(circles) and mean group (solid lines) data, pre- and post-training, for reduced
glutathione (GSH, upper panel) and oxidized glutathione (GSSG, bottom panel) in
COPD patients: BMI,, and BMI, and in Controls. See text for further explanations (*
p<0.05).

cannot be ruled out as ACR clearly augmented in 3 out the 6 patients with reduced BMI, despite
the short duration of the training program. Moreover, mean post-training ACR values were simi-
lar among BMI,, BMI, and controls.

The duration of training constituted a non-conventional choice in the study design. As in-
dicated above, the main reason for a 3-weeks training period was to explore the time course of
muscle GSH adaptations taking as a reference the available data®'® at the completion of a stan-
dard 8-weeks training program.

Patients with BMI, showed more advanced disease than those with BMI . It is well known that
the two phenomena (low BMI and severe FEV, impairment) are not fully independent and their
association is linked to poor disease prognosis. Patients with COPD may present abnormal fat to
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lean body mass ratio such that BMI may not properly indicate patient’s muscle mass. This fact
does not seem to alter the interpretation of the current results since none of the COPD patients
with normal BMI presented abnormally low FEMi. The relative contribution of muscle wasting
on the study findings was estimated by multiple regression analysis taking FFMi as covariate.

One intriguing finding in the study was that functional abnormalities (ACR) were not accompa-
nied by substantial alterations in muscle structure. We understand that the analysis of muscle struc-
ture-function relationships requires further attention due to several confounding factors, namely
physical de-conditioning and geographical-ethnic differences that may partly explain the heteroge-
neity of the results reported in the literature.

In summary, the current investigation clearly identifies mitochondrial respiratory chain un-
coupling in COPD patients with low muscle mass. Whether the phenomenon occurs only in a
subset of susceptible advanced COPD patients or it is a general feature of end-stage disease needs
to be elucidated. Further research is also required to explore the underlying post-transcriptional
mechanisms that are likely shared by other chronic conditions.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors would like to thank Felip Burgos, Conxi Gistau and Jose Luis Valera and all the
technical staff of the Lung Function Laboratory for their skillful support during the study. Elena
Gimeno, Nestor Sanchez, Carlos Hernando and Isaac Diaz from EUIF Blanquerna are acknowl-
edged for their outstanding work supervising the training sessions.

References

1. 2004. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung 6.
Disease - Updated 2004.www.goldcopd.com.

Wouters, E. E, E. C. Creutzberg, and A. M. Schols. 2002.
Systemic effects in COPD. Chest 121:127S-130S.

2. Gosselink, R., T. Troosters, and M. Decramer. 1996. 7.
Peripheral muscle weakness contributes to exercise limitation

in COPD. Am J Respir Crit Care Med 153:976-980.

Jones, P. W. 1995. Issues concerning health-related quality of
life in COPD. Chest 107 Suppl.:187S-1938S.

8. Connors, A. E, N. V. Dawson, C. Thomas, E H. Harrel

3. Saey, D, R.Debigare, P. Leblanc, M. ]. Mador, C. H. Cote, ]. Jobin, Jr, N. Desbiens, W. J. Fulkerson, P. Kussin, P. Bellamy, L.
and E Maltais. 2003. Contractile leg fatigue after cycle exercise: Goldman, and W. A. Knaus. 1996. Outcomes following acute
a factor limiting exercise in patients with chronic obstructive exacerbation of severe chronic obstructive lung disease. Am J
pulmonary disease. Am.J.Respir.Crit Care Med. 168:425-430. Respir Crit Care Med 154:959-967.

4. ATSJERS statement. 1999. “Skeletal Muscle Dysfunction in . Rabinovich, R. A., E. Ardite, T. Troosters, N. Carb, J.
Chronic Obstructive Pulmonary Disease”. Am J Respir Crit Alonso, J. M. Gonzalez de Suso, J. Vilar6, J. A. Barbera
Care Med 159:51-840. M. Figueras, J. M. Argiles, ]J. C. Fernandez Checa, and J.

5. Agusti, A. G, A. Noguera, ]. Sauleda, E. Sala, J. Pons, and Roca. 2001. Reduced muscle redox capacity after endurance

86

X. Busquets. 2003. Systemic effects of chronic obstructive
pulmonary disease. Eur.Respir.]. 21:347-360.

training in COPD patients. Am ] Respir Crit Care Med
164:1114-1118.



Trabajos Originales

11.

13.

16.

18.

20.

21.

. Rabinovich, R. A. and J. Roca. 2002. Is COPD also a disease

of skeletal muscle?, author reply. Am.J Respir Crit Care Med.
165:1337-1338.

Chandel, N. S., W. X. Trzyna, D. S. McClintock, and P.
T. Schumacker. 2000. Role of oxidants in NF-kappa B
activation and TNF-alpha gene transcription induced by
hypoxia and endotoxin. J Immunol 165:1013-1021.

. Ardite, E., J. A. Barbera, J. Roca, and J. C. Fernandez-Checa.

2004. Glutathione depletion impairs myogenic differentiation
of murine skeletal muscle C2C12 cells through sustained
NF-kappaB activation. Am.]J Pathol. 165:719-728.

Fernandez-Checa, J. C., A. Colell, and C. Garcia-Ruiz.
2002. S-Adenosyl-L-methionine and mitochondrial reduced
glutathione depletion in alcoholic liver disease. Alcohol

27:179-183.

. Chen, Y. W,, M. J. Hubal, E. P. Hoffman, P. D. Thompson,

and P. M. Clarkson. 2003. Molecular responses of human
muscle to eccentric exercise. ] Appl.Physiol 95:2485-2494.

. Spina, R. J.,, M. M. Chi, M. G. Hopkins, P. M. Nemeth, O.

H. Lowry, and J. O. Holloszy. 1996. Mitochondrial enzymes
increase in muscle in response to 7-10 days of cycle exercise.

J Appl.Physiol 80:2250-2254.
Bickel, C. S., ]. Slade, E. Mahoney, E Haddad, G. A. Dudley,

and G. R. Adams. 2005. Time course of molecular responses
of human skeletal muscle to acute bouts of resistance

exercise. ] Appl. Physiol 98:482-488.

. Celli, B. R. and W. MacNee. 2004. Standards for the

diagnosis and treatment of patients with COPD: a summary
of the ATS/ERS position paper. Eur Respir ] 23:932-946.

Baarends, E. M., A. M. Schols, W. D. Van Marken
Lichtenbelt, and E. E Wouters. 1997. Analysis of body water
compartments in relation to tissue depletion in clinically
stable patients with chronic obstructive pulmonary disease.
Am ] Clin Nutri 65:88-94.

. Heijdra, Y. E, V. Pinto-Plata, R. Frants, J. Rassulo, L. Kenney,

and B. R. Celli. 2003. Muscle strength and exercise kinetics
in COPD patients with a normal fat-free mass index are
comparable to control subjects. Chest 124:75-82.

Schols, A. M. and E. E Wouters. 2000. Nutritional
abnormalities and supplementation in chronic obstructive
pulmonary disease. Clin.Chest Med. 21:753-762.

Roca, J., E Burgos, J. Sunyer, M. Saez, S. Chinn, ]. M. Anté,
R. Rodriguez-Roisin, Ph. H. Quanjer, D. Nowak, and P.
Burney. 1998. References values for forced spirometry. Eur
Respir ] 11:1354-1362.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Roca, J., E Burgos, J. A. Barbera, J. Sunyer, R. Rodriguez-
Roisin, J. Castellsague, ]. Sanchis, ]. M. Anté, P. Casan, and
J. L. Clausen. 1998. Prediction equations for plethysmografic
lung volumes. Respir.Med. 92:454-460.

Roca, J. and Whipp, B. J. eds., 1997. Clinical Exercise
Testing. Eur Respir Monograph. European Respiratory
society Journals Ltd, Sheffield, UK, p 164.

Decramer, M., L. M. Lacquet, R. Fagard, and P. Rogiers. 1994.
Corticosteroids contribute to muscle weakness in chronic
airflow obstruction. Am ] Respir Crit Care Med 150:11-16.

Dubowitz, V. and M. Brooke 1973. Muscle biopsy: a modern
approach. In V. Dubowitz and M. Brooke, editors Major
Problems in Neurology Saunders, London. p 74-85.

Hards, J. M., W. D. Reid, R. L. Pardy, and P. D. Pare. 1990.
Respiratory muscle fiber morphometry. Correlation with
pulmonary function and nutrition. Chest 97:1037-1044.

Kotler, D. P., S. Burastero, ]. Wang, and R. N. Pierson, Jr.
1996. Prediction of body cell mass, fat-free mass, and total
body water with bioelectrical impedance analysis: effects
of race, sex, and disease. Am J Clin.Nutr. 64:489S-497S.

Poole, D. C., R. L. Lieber, and O. Mathieu-Costello. 1994.
Myosin and actin filament lengths in diaphragms from
emphysematous hamsters. J.Appl. Physiol 76:1220-1225.

Brooke, M. H. and W. K. Engel. 1969. The histographic
analysis of human muscle biopsies with regard to fiber types.
4. Children’s biopsies. Neurology 19:591-605.

Dunkley, P. R., J. W. Heath, S. M. Harrison, P. E. Jarvie,
P. J. Glenfield, and J. A. Rostas. 1988. A rapid Percoll
gradient procedure for isolation of synaptosomes directly
from an Sl fraction: homogeneity and morphology of
subcellular fractions. Brain Res. 441:59-71.

Colell, A., C. Garcia-Ruiz, J. M. Lluis, O. Coll, M. Mari,
and ]. C. Fernandez-Checa. 2003. Cholesterol impairs the
adenine nucleotide translocator-mediated mitochondrial

permeability transition through altered membrane fluidity. |

Biol.Chem. 278:33928-33935.
Ferreira, ]., L. Gil, A. Stutzin, and E Orrego. 1985. Effects of

guanethidine on electron transport and proton movements in
rat heart, brain and liver mitochondria. Biochem.Pharmacol.

34:2507-2512.

Fariss, M. W. and D. J. Reed. 1987. High-performance liquid
chromatography of thiols and disulfides: dinitrophenol
derivatives. Methods Enzymol 143:101-109.

Takabatake, M., H. Nakamura, S. Abe, T. Hino, H. Saito, H.
Yuki, S. Kato, and H. Tomoike. 1999. Circulating leptin in

87



Roberto Alejandro Rabinovich « Tesis Doctoral

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

88

patients with chronic obstructive pulmonary disease. Am J
Respir Crit Care Med 159:1215-1219.

Takabatake, M., H. Nakamura, H. Abe, S. Inoue, T. Hino,
H. Saito, H. Yuki, S. Kato, and H. Tomoike. 2000. The
Relationship between Chronic Hypoxemia and Activation
of the Tumor Necrosis Factor-a System in Patients with
Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Am ] RespirCrit
CareMed 161:1179-1184.

Brass, E. P, H. Wang, and W. R. Hiatt. 2000. Multiple skeletal
muscle mitochondrial DNA deletions in patients with
unilateral peripheral arterial disease. Vasc.Med 5:225-230.

I, V. G. Sharov, A. D. Shepard, P. V.
Anagnostopoulos, A. Katsamouris, A. Todor, K. A. Filis, and
H. N. Sabbah. 2003. Abnormal mitochondrial respiration in
skeletal muscle in patients with peripheral arterial disease. ]
Vasc.Surg. 38:827-832.

Pipinos, .

Simon, M., P. Leblanc, J. Jobin, M. Desmeules, M. ].
Sullivan, and E Maltais. 2001. Limitation of lower limb
VO(2) during cycling exercise in COPD patients. ] Appl.
Physiol 90:1013-1019.

Sala, E., J. Roca, R. M. Marrades, J. Alonso, J. M. Gonzalez
de Suso, A. Moreno, J. Barbera, J. Nadal, LI. Jover, R.
Rodriguez-Roisin, and P. D. Wagner. 1999. Effects of
endurance training on skeletal muscle bioenergetics in

chronic obstructive pulmonary disease. Am ] Respir Crit
Care Med 159:1726-1734.

Richardson, R. S, B. T. Leek, T. P. Gavin, L. J. Haseler, S. R.
Mudaliar, R. Henry, O. Mathieu-Costello, and P. D. Wagner.
2004. Reduced mechanical efficiency in chronic obstructive
pulmonary disease but normal peak VO2 with small muscle
mass exercise. Am.]J.Respir.Crit Care Med. 169:89-96.

Hare, J. M. 2004. Nitroso-redox balance in the cardiovascular
system. N.Engl.] Med 351:2112-2114.

Hare, J. M. 2003. Nitric oxide and excitation-contraction
coupling. ] Mol.Cell Cardiol. 35:719-729.

Singel, D. J. and J. S. Stamler. 2004. Blood traffic control.
Nature 430:297.

Sala, E., E. A. Noyszewski, J. M. Campistol, R. Marrades,
S. Dreha, J. V. Torregrosa, J. S. Beers, P. D. Wagner, and
J. Roca. 2001. Impaired muscle oxygen transfer in patients
with chronic renal failure. Am J Physiol 280:R1240-R1248.

Haseler, L. J., A. P. Lin, and R. S. Richardson. 2004. Skeletal
muscle oxidative metabolism in sedentary humans: 31P-
MRS assessment of O2 supply and demand limitations. J
Appl.Physiol 97:1077-1081.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Richardson, R. S., E. A. Noyszewski, K. E Kendrick, J. S.
Leigh, and P. D. Wagner. 1995. Myoglobin O2 desaturation
during exercise: Evidence of limited O2 transport. J Clin
Invest 96:1916-1926.

Miwa, S. and M. D. Brand. 2003. Mitochondrial matrix
reactive oxygen species production is very sensitive to mild
uncoupling. Biochem.Soc. Trans. 31:1300-1301.

Barreiro, E., J. Gea, J. M. Corominas, and S. N. Hussain.
2003. Nitric oxide synthases and protein oxidation in the
quadriceps femoris of patients with chronic obstructive
pulmonary disease. Am.]J Respir Cell Mol.Biol. 29:771-718.

Koechlin, C., A. Couillard, D. Simar, J. P. Cristol, H. Bellet,
M. Hayot, and C. Prefaut. 2004. Does oxidative stress alter
quadriceps endurance in chronic obstructive pulmonary
disease? Am.]J Respir Crit Care Med. 169:1022-1027.

Agusti, A., M. Morla, J. Sauleda, C. Saus, and X. Busquets.
2004. NF-kappaB activation and iNOS upregulation in
skeletal muscle of patients with COPD and low body weight.
Thorax 59:483-487.

Maltais, E, P. Leblanc, C. Simard, J. Jobin, C. Bérubé, J.
Bruneau, L. Carrier, and R. Belleau. 1996. Skeletal muscle
adaptation to endurance training in patients with Chronic
Obstructive Pulmonary Disease. Am J Respir Crit Care Med
154:442-441.

Allaire, J., E Maltais, J. E Doyon, M. Noel, P. Leblanc, G.
Carrier, C. Simard, and ]. Jobin. 2004. Peripheral muscle
endurance and the oxidative profile of the quadriceps in
patients with COPD. Thorax 59:673-678.



Resumen de resultados

MANUSCRITO I

Reduced Muscle Redox Capacity after Endurance Training in Patients with Chronic
Obstructive Pulmonary Disease

Después de ocho semanas de entrenamiento fisico, los sujetos sanos participantes en
este estudio como grupo control doblaron la concentracién de GSH en el homogenado
del wastus lateralis. Por el contrario, los pacientes con EPOC no aumentaron los
niveles de GSH e incrementaron los de GSSG indicando que el entrenamiento fisico
disminuyé la capacidad antioxidante muscular.

Cabe sefialar que los pacientes con EPOC incrementaron la expresiéon del yGCS-
ARNm en el vastus lateralis post-entrenamiento mientras que se observé el efecto
opuesto en los sujetos sanos. A pesar de estas diferencias en los mecanismos de
adaptacién del sistema redox, tanto los pacientes con EPOC como los sujetos control
mostraron un efecto beneficioso del entrenamiento fisico en lo que respecta a tolerancia
al ejercicio (medida como incremento de la carga pico y consumo de oxigeno pico), y
en la capacidad oxidativa muscular (medida con espectroscopia del *'P).
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MANUSCRITO II

Training Depletes Muscle Glutathione in COPD Patients with Low Body Mass
Index

El an4lisis de los cambios del estado redox muscular post-entrenamiento separando
los pacientes en dos grupos: indice de masa corporal bajo (BMI, ) y BMI normal
(BMI), mostré que los primeros presentaban una deplecion de los niveles musculares
de GSH mientras que en los segundos el GSH presentaba una tendencia al incremento
sin alcanzar la significacién estadistica. Cabe sefialar que el comportamiento del
GSH muscular en los pacientes con indice de masa corporal normal se diferencia
claramente del observado en los sujetos sedentarios sanos en los que los niveles de
GSH post-enternamiento practicamente se doblaron. Estos resultados demuestran que
la alteracién en la capacidad de adaptacién del sistema del glutation es mds exagerada
en el grupo de pacientes BMI, . Nuevamente, ambos grupos de pacientes muestran un

incremento de los niveles de YGCS-ARNm con el entrenamiento.

MANUSCRITO III

Increased Tumour Necrosis Factor-o. Plasma Levels during Moderate-Intensity

Exercise in COPD Patients

La expresién de ARNm de TNFoo (ARNm-TNFa) se encuentra incrementada en
el musculo esquelético periférico de pacientes con EPOC en comparacién con sujetos
sanos de igual edad y sexo. Si bien no se observaron diferencias en las concentraciones
plasmaticas de TNFo. entre pacientes y sujetos sanos, el ejercicio de moderada
intensidad (40 % de la capacidad maxima de ejercicio sostenida durante 11 minutos)

generé un incremento de los niveles plasmaticos de TNFa en los pacientes con EPOC
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Resumen de resultados

no observado en los sujetos control. El entrenamiento fisico no produjo modificaciones
en los niveles de expresién muscular de ARNm-TNFo ni en las concentraciones
plasmdticas de TNFa.

No se observaron diferencias en las concentraciones plasmaticas de interleucina-6
(IL-6), otra de las citocinas potencialmente relacionadas con la pérdida de masa
muscular, ni en las concentraciones plasmdticas de los receptores hidrosolubles para el
TNFoa, entre pacientes con EPOC y sujetos controles. Tampoco se observaron cambios
en las concentraciones plasmaticas de IL-6 o de los receptores para el TNFo en relaciéon
al ejercicio o al entrenamiento.

MANUSCRITO IV

Mitochondrial Electron Transport Chain Uncoupling in COPD Patients with
Muscle Wasting

La funcionalidad de la cadena respiratoria mitocondrial (acceptor control ratio,
ACR) present6 una alteracién significativa en los pacientes BMI, en comparacién con
los BMI y los sujetos sanos sedentarios. El ACR se correlacioné de forma altamente
significativa con el nivel de PaO, tanto a nivel basal como al finalizar el ejercicio
incremental con cicloergémetro. También se correlacioné de forma inversa con el
incremento precoz de 4cido lactico durante el ejercicio.

Se encontraron diferencias en la adaptacién del estado redox muscular a las tres
semanas de entrenamiento entre el grupo BMI, y los pacientes BMI y el grupo
Control. Mientras que los pacientes BMI, presentaron una respuesta uniforme sin
cambios en el estado redox muscular en relacion al entrenamiento, tanto los pacientes
BMI, como el grupo control presentaron un patrén de comportamiento similar
con una gran variabilidad inter-individual. En estos dos grupos (BMI y controles)
se observé una disminucién de los niveles de GSSG concomitantemente con una
tendencia a disminuir la concentracién de GSH vy glutation total (GSH+GSSG). Se
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utilizaron anilisis de regresiéon lineal multiple para explorar las asociaciones entre los
cambios producidos por el entrenamiento en las concentraciones de GSH, GSSG
y glutation total como variables dependientes y diversas variables independientes
relacionadas con la funcién pulmonar, tolerancia al ejercicio y composicién corporal.
Todas las variables independientes incluidas en los modelos fueron excluidas excepto
el indice de FFM (FEMi) que mostré una asociacién consistente con los cambios en las
concentraciones de GSH, GSSG vy glutation total inducidas por el entrenamiento.

@
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EFECTOS DEL ENTRENAMIENTO SOBRE EL SISTEMA GLUTATION

En el primer trabajo de esta tesis se demuestra que la regulacion del sistema del
glutation se encuentra alterada en el musculo esquelético periférico de pacientes con
EPOC. El incremento de la capacidad antioxidante evidenciada en el grupo control
debe ser interpretado como un mecanismo de adaptacién al estrés oxidativo provocado
por las sucesivas sesiones de ejercicio que componen el programa de entrenamiento.
Por el contrario, el entrenamiento fisico disminuyé la capacidad antioxidante en el
musculo de los pacientes con EPOC. Asimismo, el incremento de la expresion del
YGCS-ARNm, enzima que constituye el paso limitante en la sintesis de GSH vy es
regulada alostéricamente por éste, no se traduce en un incremento de la concentracién
de GSH.

Aungque en la sintesis de novo de GSH intervienen diversos mecanismos, de hecho
existen dos factores que influyen de forma predominante: a) la cantidad y actividad
de la YGCS presente en la célula, regulada por feed-back negativo que ejerce el
propio GSH sobre la misma; y, b) la biodisponibilidad de substratos, particularmente
L-cisteina.

Elincremento de la expresién del yYGCS-ARNm es indicativa de que la transcripcion
del gen tiene lugar en este caso. Sin embargo los datos disponibles en el presente
estudio no permiten dilucidar el tipo de alteracién post-transcripcional que impide
que esta sefial se traduzca en un incremento de la concentracién de GSH. Basados en
datos de estudios anteriores, podemos especular que existe alguna alteracién a nivel de
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la disponibilidad de sustratos necesarios para la adecuada sintesis de GSH?'*215,

A pesar de que la expresién de YGCS-ARNm disminuye con el entrenamiento
en los sujetos control, estos incrementan los niveles de GSH en el homogenado
del vastus lateralis. La alta correlacién entre los cambios de YGCS-ARNm y GSH
provocados por el entrenamiento indicaria que el incremento en los niveles de GSH
podria reprimir la transcripcion de la YGCS en este grupo.

En la introduccién se ha mencionado la existencia de un incremento del estrés
oxidativo sistémico en pacientes con EPOC, especialmente durante las exacerbaciones.
El papel potencial de este fenémeno en la etiopatogenia de la disfuncién muscular en
la EPOC, adquiere especial relevancia en situaciones en las que la regulacion de los
mecanismos antioxidantes como el sistema del glutation se encuentra alterada como se
demuestra en este primer trabajo de la tesis. En este contexto, la reaccién de moléculas

1% puede interferir en el funcionamiento adecuado

pro-oxidantes con lipidos y proteinas
del musculo (adecuada contractilidad) y alterar los fenémenos regenerativos musculares
dando lugar a la pérdida de masa muscular observada en algunos de estos pacientes.
El hecho de que la n-acetil cisterna (NAC), un precursor de la sintesis de glutation,
mejore la resistencia muscular en pacientes con EPOC previniendo el estrés oxidativo
inducido por el ejercicio?'® es indicativo del papel de los ROS en la disfuncién muscular
esquelética de los pacientes con EPOC. Asimismo, el papel beneficioso de la NAC
daria soporte a la hipétesis de que el déficit de sustratos constituirfa un factor relevante
en la disfuncién muscular de la EPOC.

194 generada

Por otro lado, las modificacién de proteinas estructurales celulares
por los ROS, puede mediar mecanismos de protedlisis muscular'”'+'*? favoreciendo la

perdida de masa muscular.

RELACIONES ENTRE ESTRES OXIDATIVO Y PERDIDA
DE MASA MUSCULAR

En el segundo trabajo de la tesis se increment6 el nimero de pacientes con
EPOC del primer estudio a expensas de enfermos con indice de masa corporal bajo
(BMLI, ). El objetivo era efectuar un anilisis diferenciado de las adaptaciones redox al
entrenamiento muscular entre BMI, y BMI . Este estudio demuestra que la alteracion

en la capacidad de adaptacién del sistema del glutation es mds exagerada en el grupo
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de pacientes con BMI, . La pérdida de masa muscular en estos pacientes probablemente
reflejalaactivacién de mecanismos fisiopatolégicos ya mencionados en la introduccién.
El mantenimiento de los niveles de GSH constituiria una importante estrategia
celular para prevenir el dafio muscular producido por el incremento de radicales
libres potencialmente citotéxicos. La alteracién en los mecanismos de adaptacion de
sistemas antioxidantes pone en evidencia la desventaja del musculo de estos pacientes,
particularmente del subgrupo BMI, . Este hallazgo abre nuevos interrogantes en lo que
respecta al potencial efecto deletéreo del entrenamiento muscular en los pacientes
con pérdida de masa muscular.

El ejercicio localizado en miembros inferiores incrementa los niveles plasmaticos
de TBARS (thiobarbituric reactive substances) en pacientes con EPOC en comparacién

217, Esta expresion de estrés oxidativo a nivel plasmatico parece ser el

con sujetos sanos
reflejo del producido por el ejercicio a nivel muscular?'®.

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de la secuencia temporal de
la adaptacién del estado redox en respuesta al entrenamiento muscular, en el cuarto
trabajo de esta tesis se llevé a cabo el anilisis de las concentraciones de GSH vy
GSSG en el homogenado muscular y en el compartimiento mitocondrial a las tres
semanas de entrenamiento. Los resultados indican que las mediciones efectuadas en
el compartimiento mitocondrial no aportan informacién de interés en relacién a la
obtenida en el homogenado muscular.

El patrén de comportamiento del GSH en el cuarto manuscrito debe ser analizado
en relacién a los cambios en el estado redox producidos por un programa de ocho
semanas de entrenamiento descritos en el primer y segundo estudios. La disminucién de
los niveles de GSH, GSSG y glutation total en los pacientes BMI y los sujetos control
podrian ser interpretados como un incremento en el consumo de este tiol intracelular
por parte de moléculas oxidantes producidas durante las sesiones de entrenamiento.
En los controles, la extensién del entrenamiento a 8 semanas generaria los fenémenos
adaptativos descritos anteriormente con el consiguiente aumento de GSH, que apenas
se observarifa en los pacientes con BMI .

En cambio, la estabilidad de la concentracién muscular de GSH observada en
los pacientes con BMI, a las tres semanas de entrenamiento no se mantiene en el
tiempo, sino que daria lugar a un progresivo deterioro del potencial redox muscular

perfectamente observable a las 8 semanas. La posible relacién entre este patrén de
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comportamiento y una anormalidad en el acoplamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial serd discutido mds adelante.

El aumento de GSSG a las 8 semanas de entrenamiento observado en los pacientes
con EPOC en relacién a los controles sugiere que el incremento de la producciéon de
moléculas pro oxidantes no fue adecuadamente neutralizado por los sistemas de defensa
antioxidante dejando al musculo entrenado m4s susceptible al estrés oxidativo. Estos
resultados, junto con los observados en el segundo protocolo, plantean la necesidad
de profundizar en el conocimiento de los efectos del entrenamiento muscular en los
pacientes con EPOC y pérdida de masa muscular. Ante la evidencia de los efectos
beneficiosos del entrenamiento al ejercicio en pacientes con EPOC, no parece
verosimil plantearse desterrar esta herramienta terapéutica. Por el contrario, en estos
momentos el principal reto radica en el hallazgo de formulas de entrenamiento fisico
que permitan asegurar la sostenibilidad de los efectos del entrenamiento en el tiempo
con un coste asumible por el sistema sanitario. Se trata, por tanto, de desarrollar
estrategias de desplegamiento extensivo de los programas de entrenamiento en fases
relativamente tempranas de la enfermedad. En lo que respecta al potencial efecto
deletéreo del entrenamiento sobre el sistema redox muscular, especialmente en los
pacientes con BMI,, estd en el terreno de investigaciones futuras el conocer el impacto
clinico de las alteraciones en la capacidad antioxidante inducida por el entrenamiento,
cuales son las vias metabdlicas afectadas y como podemos desarrollar estrategia de
prevencion del problema. En este sentido, la eventual administracién de suplementos
nutricionales o farmacoldgicos tendientes a limitar el estrés oxidativo generado por el

ejercicio debe ser objeto de futuros estudios.
INTERACCIONES ENTRE INFLAMACION Y ESTRES OXIDATIVO.

En el tercer trabajo se demuestra que la expresiéon de ARNm de TNFo, (ARNm-
TNFa) se encuentra incrementada en el cuddriceps de pacientes con EPOC en
comparacion con sujetos sanos de igual edad y sexo. Si bien no se observaron diferencias
en las concentraciones plasmiticas de TNFa entre pacientes y sujetos sanos, el
ejercicio de moderada intensidad (40 % de la capacidad m4xima de ejercicio sostenida
durante 11 minutos) generé un incremento de los niveles plasmdticos de TNFo. en

los pacientes con EPOC no observado en los sujetos control. El entrenamiento fisico
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no produjo modificaciones en los niveles de expresién muscular de ARNm-TNFo
ni en las concentraciones plasmdticas de TNFa. En este trabajo no se observaron
diferencias entre pacientes con EPOC y controles, en las concentraciones plasmaticas
de interleucina-6 (IL-6), otra de las citocinas potencialmente relacionadas con la
pérdida de masa muscular, ni en los niveles plasmaticos de los receptores hidrosolubles
para el TNFo.. Tampoco se observaron cambios en las concentraciones plasméticas de
IL-6 o de los receptores para el TNFa en relacién al ejercicio o al entrenamiento.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), originalmente denominada “caquectina”
por su reconocida accién catabdlica?’’, ha sido extensamente asociada a la pérdida de
masa muscular que ocurre en diversas patologias como el cdncer, infecciones crénicas,
artritis reumatoidea, y otras enfermedades crénicas?®°.

Takabatake y colaboradores demostraron que en pacientes con EPOC los niveles
séricos de TNFa se encuentran elevados en comparacién con sujeto sanos®?'. El indice
de masa corporal de estos pacientes fue significativamente menor que el del grupo
control y por debajo de los valores de la normalidad. Asimismo, pacientes con EPOC
y peso corporal por debajo del normal presentan niveles séricos de TNFa. elevado en
comparacion con pacientes con EPOC y peso corporal normal'®’. Esta elevacién de los
niveles séricos de TNFa podria ser reflejo una produccién exagerada de esta citocina

147 Recientemente Greiwe y colaboradores han

por parte de monocitos circulantes
demostrado que el TNFa contribuye a la pérdida de masa muscular asociada con
la edad?”?. M4s aun, estos mismos autores demuestran que el entrenamiento fisico
disminuye la expresion de TNFo en el mdsculo esquelético de sujetos afiosos. A
diferencia de lo observado por Greiwe y colaboradores, el entrenamiento al ejercicio
al que fueron sometidos los sujetos del estudio presentado en esta tesis doctoral, no
disminuyé la expresiéon de ARNm-TNFao ni en los pacientes con EPOC ni en los
sujetos sanos. Asimismo, el entrenamiento tampoco modificé el incremento anormal
de los niveles plasmiticos de TNFo producidos por el ejercicio moderado en los
pacientes con EPOC.

En el tercer estudio de la tesis, el indice de masa corporal de los pacientes se
halla dentro de los valores normales. Por ello, no esperdbamos encontrar diferencias
significativas en los niveles plasmdticos basales de TNFo en relacién a los controles?!.
Desafortunadamente, no se realizaron mediciones de composicién corporal (FFM) de

los pacientes.
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En sujetos sanos estd bien establecido que tanto el ejercicio intenso como
el ejercicio prolongado incrementan los niveles de citocinas pro-inflamatorias,
particularmente IL-6?%. La expresién de ARNm de IL-6 aumenta en el musculo
esquelético de las piernas en corredores de maratén, coincidiendo con el aumento de
los niveles plasmaticos de IL-6**. El nivel de ejercicio realizado por los sujetos del
presente estudio ha sido de intensidad moderada y de corta duracién, lo que explica
los resultados obtenidos en estas variables.

La ausencia de efecto del entrenamiento en los niveles de ARNm-TNFa en los
sujetos sanos de nuestro estudio, a diferencia de Greiwe y colaboradores?”?, puede

2 efectuaron un

ser atribuida a las diferencias en el entrenamiento. Estos autores?
programa de estiramientos musculares de 3 meses de duracién, seguido de 3 meses de
entrenamiento muscular con 3 sesiones semanales. En definitiva, se trata de un programa
de mayor duracién y volumen que el empleado en la presente tesis doctoral.

En este tercer estudio, se identifica un punto que plantea interrogantes. Esen relacién
al origen del TNFa durante el ejercicio moderado en los pacientes con EPOC. Se
han efectuado diferentes hipétesis al respecto: 1) musculos en actividad?*, 2) estimulo
simpdtico sobre diversos érganos??, 3) tejido adiposo??; y, 4) células mononucleares
circulantes??. Puesto que la segunda biopsia muscular fue obtenida inmediatamente
después de finalizar el ejercicio, el tiempo transcurrido parece ser insuficiente para
que la sintesis de novo de TNFa tenga lugar??’. Sin embargo, es razonable especular
que el ejercicio pudo haber provocado la liberacién de TNFo, “preformado” a nivel
muscular a través de mecanismos de regulaciéon post-transcripcional. El aumento
de los niveles de moléculas pro-oxidantes puede inducir la liberacién de citocinas
a nivel post-transcripcional, independientemente de la sintesis de ARNm??®. Dado
que el musculo esquelético de pacientes con EPOC presenta un incremento en
los niveles de oxidacién proteica, reflejando una situacién de estrés oxidativo'™,
podriamos especular que la situacién antes descrita puede verse favorecida en este
grupo de pacientes. La alteracién del potencial redox en la EPOC podria aumentar la
susceptibilidad de estos pacientes para incrementar la liberacién de TNFot muscular.
Desafortunadamente en el presente estudio no se analizaron los niveles proteicos de
TNFo a nivel muscular mediante western bloot con lo cual estd hipétesis queda en
el terreno de lo especulativo. También se desconoce el impacto que pudiera tener el

incremento de esta citocina durante el ejercicio.
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A pesar de las limitaciones que pudiera tener el presente estudio, quedan claramente
definidos dos aspectos fundamentales en lo que respecta al TNFot. Por un lado, la mayor
expresiéon muscular de ARNm-TNFa en los pacientes con EPOC en comparacién con los
sujetos sanos. Por otro lado, el incremento anémalo de las concentraciones plasméticas
de TNFa con el ejercicio moderado observado en estos mismos pacientes. Se ha de
destacar también la ausencia de cambios con el entrenamiento fisico en la expresién
de ARNm-TNFa en el musculo esquelético y en el incremento de TNFo plasmético
producido por el ejercicio moderado. Otro aspecto importante de este tercer trabajo es
que el hallazgo de un aumento en la expresién de ARNm-TNFa en el vastus lateralis de
los pacientes con EPOC, abre una nueva posibilidad al origen in situ del TNFa. En este
sentido, investigaciones recientes indican que el TNFa tiene funciones de mediador
endégeno de los mecanismos de adaptacién muscular mediante efectos autocrino-
paracrinos??’. Li y colaboradores demuestran que el TNFa se encuentra elevado en
cultivos de células musculares durante las 24 h iniciales de la diferenciacion?*.

En la introduccién se mencionan, entre otros factores, los fenémenos inflamatorios
sistémicos presentes en los pacientes con EPOC en la génesis de la disfuncién
muscular. Se especula que el incremento de los niveles plasmaticos de moléculas pro-
inflamatorias puedan afectar al musculo. De todas las citocinas relacionadas con el
musculo es el TNFo la mds extensamente estudiada. Se trata de un polipéptido capaz
de promover la respuesta inmune y antitumoral?’!. Es liberada fundamentalmente por
macréfagos circulantes aunque otras células, incluyendo el musculo esquelético, son
capaces de sintetizar TNFo 2523,

La respuesta de las células musculares al TNFo, estd mediada por dos receptores de
membrana, el TNFR1 (55kDa) y el TNFR2 (75kDa)**. De estos, el TNFR1 seria el
receptor involucrado en la pérdida de masa muscular mediada por TNFo 2*%2%¢, A través
la interaccién con sus receptores especificos, el TNFa desencadena una compleja cas-

37 Estas vias de sefializacién incluyen a los

cada de eventos de sefializacién intracelular
ROS y a los RNS como mediadores?!. Estas moléculas pro-oxidantes son claves para la
sefializacion de los eventos intracelulares desencadenados por el TNFo a nivel del mus-
culo esquelético!*%2% Existen al menos tres mecanismos dependientes de la accién
de oxidantes mediante el cual el TNFo puede relacionarse con la disfuncién muscular:
1) alteracién en la capacidad contractil muscular, 2) la pérdida de proteinas musculares

promovida por el TNFa;; y, 3) alteracién en el proceso de diferenciacién muscular.
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Diversos  estudios recientes indican que la funcién muscular puede estar
comprometida por la elevacién crénica de TNFo sin cambios musculares
ultraestructurales’®. Asf, numerosos articulos demuestran que el TNFo inhibe la
contractilidad muscular?*?**. La administracién sistémica de TNFo disminuye la
fuerza muscular en animales anestesiados’*!. Este efecto del TNFa sobre la capacidad
contractil muscular ha sido demostrado también en tejido muscular in wvitro®*?. El
efecto del TNFa sobre la contractilidad muscular se atentia con la administracion de
antioxidantes?®® sugiriendo que esta disminucién de la fuerza provocada por el TNFa
estaria mediada por un incremento en el nivel de oxidantes intracelulares. El articulo
de Greiwe y colaboradores’? refuerza el hecho de que la expresién de TNFo, estd
regulada por la contractilidad muscular.

Por su demostrada accién catabdlica y por el hecho de que los niveles plasméticos
de esta citocina se encuentran incrementados en pacientes con EPOC vy bajo peso
corporal, el TNFa es, entre las citocinas pro-inflamatorias, el primer candidato a
estar involucrado en la etiopatogenia de la pérdida de masa muscular en la EPOC.
Los efectos catabélicos indirectos del TNFo han sido largamente reconocidos. De
esta forma, el TNFa puede alterar los niveles plasméticos de diversas hormonas que
regulan el crecimiento muscular como la insulina, glucagon, hormonas tiroideas,
glucocorticoides y catecolaminas’®?*’. También existe evidencia de que el TNFa
puede afectar al misculo de manera directa. Esta citocina afectarfa el trofismo muscular
tanto por efecto sobre células musculares diferenciadas como por interferencia en
los procesos de diferenciacién muscular. Solo o en combinacién con otras citocinas,
el TNF puede inducir pérdida de proteinas contrictiles como la cadena pesada de
miosina en células musculares diferenciadas!#%248:24,

Numerosos estudios demuestran que este efecto estarfa mediado por la activacién
del factor de transcripcién nuclear kB (NFkB)!48:149:238248250 " A diferencia de la mayoria
de los factores de transcripcion, el NFkB reside fundamentalmente en el citoplasma
de la célula en forma inactiva por su unién a la proteina inhibitoria de NFkB (IkB).
El IkB enmascara la secuencia de localizacién nuclear del NFkB. La translocacién del
NFkB al nucleo ocurre cuando el IkB es fosforilado en sus residuos de serina causando
su poliubiquitinacién y protedlisis subsiguiente por el proteasoma 26S!.

Esta via de sefializacién intracelular parece ser redox sensible. Sen y colaboradores?*®
demuestran que la deplecién intracelular de GSH potencia la activacién de NFkB
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inducida por el TNFo.. Mds aun, recientemente se ha demostrado el papel clave del
GSH en el proceso normal de diferenciacién muscular?®?. Nuevamente, la disminucién
de la capacidad de sintesis de GSH observada en estos pacientes, particularmente en
el grupo con bajo BMI, cobra especial interés en este contexto. Li y colaboradores
demuestran que la activacién del NFkB en presencia de TNFo es mediada por un
incremento de ROS!* que activarfan a la protein-kinasa C (PKC) que fosforilaria el [kB
permitiendo su degradacién por el proteasoma 26S**. Ademas, estos*’ y otros autores?®’
demuestran que estos ROS se originan en la cadena respiratoria mitocondrial.

El NFkB indudablemente estimula la pérdida proteica a través de su efecto en
la regulacién de la expresién génica. De estos genes, los involucrados con mayor
probabilidad en este proceso son los ligados a la via ubiquitin-proteasoma. La mayoria
de las proteinas intracelulares degradadas por éste sistema son previamente marcadas
para ser destruidas mediante la unién covalente a una pequefia proteina llamada
ubiquitina. La ubiquitina es inicialmente activada mediante la conversién del extremo
carboxilico de la misma a un thiol ester mediante una enzima conocida como E1. A su
vez la E1 une la ubiquirina a una protefna transportadora (proteina E2). Finalmente la
ubiquitina es unida a la proteina diana por ligasas ubiquitina-proteina (proteina E3).
La modificacién sufrida por la protefna marca a esta para ser degradada por el complejo
proteolitico proteasoma 26S. Existe una gran variedad de transpotadores de ubiquitina
(E2) dentro de la célula. La selectividad de este mecanismo reside fundamentalmente
en las protefnas E2-E3 involucradas en el proceso de marcado. Los diferentes pares
E2-E3 tienen una alta selectividad para determinadas proteinas especificas.

Diversos estudios indican que el TNFo incrementa la expresién de ARNm-
ubiquitina y niveles proteicos de ubiquitina en el musculo esquelético®®#?>. Li y
colaboradores demuestran que el incremento de la ubiquitinacién producida por
el TNFo en el misculo esquelético es mediada por un incremento en la expresién
de la proteina E2 UbcH2. Esta accién del TNFa es, a su vez, mediada por NFkB?¢.
Recientemente Agusti y colaboradores demuestran que la actividad del NFkB se
encuentra incrementada en pacientes con EPOC y bajo indice de masa corporal'’.
Ademas de su efecto catabdlico sobre el musculo, el TNFa es un potente inhibidor

149248 Este proceso estaria mediado por una disminucién de la

del proceso de miogénesis
expresion del factor de la determinacion de la biogénesis (MyoD) inducida por NFkB.

La diferenciacién muscular representa el paradigma de programa de mudltiples pasos
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regulado a nivel de la transcripién génica. La diferenciacién de las células satélite en
fibras musculares adultas comprende la fusién de las precursoras musculares en miotubos
multinucleados, un proceso regulado por la activacién en cascada de un programa

57, Los factores reguladores de la miogénesis (del inglés myogenic

genético muscular
regulatory factors, MRFs) son parte de una superfamilia de factores de transcripién
b helix-loop-helix (bHLH) involucrados en la diferenciaciéon de la célula satélite.
Se encuentran dentro de esta familia el MyoD?®, Myf5%°) Myogenin?® y el MRF4%¢!,
Los MRFs primarios, MyoD y Myf5, estdn involucrados en la “determinacién” de la
célula satélite mientras que los secundarios, myogenin y MRF4, son requeridos como
factores de “diferenciacién”. Este programa muscular requiere la expresién cronolégica
ordenada de estos factores.

En condiciones fisiolégicas el NFkB es un importante regulador del proceso de
diferenciacién muscular. Numerosos autores han observado que los mioblastos en
proliferacién muestran una actividad alta del NFkB que disminuye durante el proceso

149262263 E] NFkB es un potente inhibidor de la diferenciacion

de differenciaciéon
manteniendo los mioblastos en un estado de indiferenciacién. Recientemente ha
sido demostrado que uno de los mecanismos mediante los cuales el NFkB bloquea la
diferenciacion es a través de la regulacién de la ciclina D1, un potente inhibidor de la
miogénesis?®?. A su vez, el NFkB regula la expresién de MyoD, posiblemente a través
de un mecanismo post transcripcional?#%264,

Ademas del estimulo que el TNFa ejerce en la activacion del NFkB, este factor de
transcripcién regula, entre muchos otros genes, la expresién de la propia citocina’®
indicando la existencia de un circulo de feedback entre este factor de transcripcién y
el TNFa. Es interesante el hecho de que los ROS, ademds de mediar la activacién del
NFkB inducida por el TNFo también son los responsables de mediar el incremento
de la expresién de NFkB en respuesta a estimulos como la hipoxia o la exposicién a
lipopolisacdridos (endotoxinas) que inducen un aumento en la expresion de TNFa
en cultivos celulares?®. Estos mecanismos intracelulares de sefializacién pueden verse
claramente en la Figura 3.

Los pacientes con EPOC se encuentran potencialmente expuestos a situaciones
de hipoxia tisular. Un porcentaje no despreciable de pacientes presentan hipoxemia
en reposo o en situaciones especiales como durante el suefio o el ejercicio. Mds atn,

la alteracién de la capilarizacién del musculo descrita por algunos autores, permite
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especular con la posibilidad de que pudiesen darse situaciones de hipoxia tisular
atn en ausencia de hipoxemia. Como se mencionara anteriormente, Takabatake y
colaboradores demuestran los niveles circulantes de TNFo se encuentran elevados
en pacientes con EPOC e indice de masa corporal bajo, en comparacién con sujetos
sanos con indice de masa corporal normal. Atin m4s interesante es el hecho de que la
concentracion plasmatica de TNFa se correlacioné de manera inversa con los niveles

de PaO, arterial en estos pacientes.
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Figura 3. Interacciones entre TNFo.y ROS en la disfuncién muscular en la EPOC. Al interactuar con el TNF-R1, el TNFa desencadena
una serie de mecanismos intracelulares que conllevan la produccién de ROS a nivel mitocondrial. Estos activarfan una proteinkinasa
C que fosforilarfa al IkB que serfa degradado por el sistema proteasoma S26 luego de ser poliubiquitinado. El NFkB se transloca
al niicleo donde interactta con el ADN favoreciendo la transcripcién de diversos genes entre los cuales destacamos el del propio
TNFa, genes relacionados con el sistema ubiquitin-proteasoma, el de la ciclina D1 y el de la protefna UbcH2/E2. El incremento
de la sintesis de proteinas relacionadas con el sistema ubiquitin-proteasoma favorecerfan la degradaciéon de proteinas como la
cadena pesada de miosina. Asimismo, la ciclina D1 es un potente inhibidor del ciclo celular a nivel G1-S. EIl NFkB actuarfa ademds
inhibiendo la estabilizacién del MyoD por mecanismos post-transcripcionales. Estos dos tltimos aspectos actuarfan inhibiendo el
proceso de diferenciaciéon muscular. A su vez, la hipoxia y los lipopolisacdridos (LPS) constituyen otras fuentes de produccién de
ROS a nivel mitocondrial.
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Con todo, larelacién entre moléculas oxidantes y TNFo puede adquirir una especial
relevancia en situaciones en donde la capacidad antioxidante muscular se encuentra
alterada, como se demuestra en el primer trabajo de esta tesis. En este contexto
debe analizarse la ausencia de cambios con el entrenamiento fisico en la expresiéon
de ARNm-TNFa a nivel muscular y en el incremento de los niveles plasméticos de
TNFo producidos por el ejercicio moderado en el grupo de pacientes EPOC incluido
en el tercer trabajo presentado en esta tesis doctoral.

RELACION ENTRE DESACOPLAMIENTO DE LA CADENA RESPIRATORIA
Y DISFUNCION MUSCULAR

En el cuarto trabajo de la tesis, el andlisis de composicién corporal mediante
bioimpedancia revel6 una disminucién significativa de la FFM en el grupo de pacientes
con bajo BMI en comparacién con los sujetos control y los EPOC BMI . Asimismo,
estos sujetos presentaron una marcada intolerancia al ejercicio (ejercicio incremental
en cicloergémetro), un incremento temprano de los niveles plasmiticos de lactato
durante el mismo protocolo de ejercicio y una disminucién de la fuerza y la resistencia
muscular estadisticamente significativa con respecto a los otros dos grupos. Cabe
mencionar que la fuerza muscular corregida por la superficie muscular medida como
cross-sectional drea (CSA) a partir del analisis histolégico de las muestras de mdsculo,
no presentd diferencias significativas entre los grupos. Sin embargo, la resistencia
muscular normalizada por la CSA mantuvo las diferencias significativas entre los BMI;
y los otros dos grupos estudiados. Esto demuestra que la capacidad de desarrollar fuerza
muscular depende de manera importante de la masa muscular. Sin embargo, este no
parece ser el caso de la resistencia, o capacidad de sostener el esfuerzo, que depende
fundamentalmente de la capacidad de transporte y utilizacién muscular del oxigeno.

Este estudio profundiza en las posibles explicaciones a estos fenémenos. De esta forma,
el hallazgo mas significativo de este estudio fue, sin duda, la existencia de una alteracién
en el acoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial en los BMI; en comparacién
con los BMI y sujetos C. Esto se sustenta en el hallazgo de una marcada disminucién del
ACR (acceptor control ratio), un pardmetro de eficiencia de la fosforilacién oxidativa
mitocondrial. Es interesante el hecho de que el ACR se correlacioné de manera inversa
y altamente significativa con el nivel de PaO,, tanto a nivel basal como al finalizar
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el ejercicio incremental en cicloergdmetro. Asimismo, éste indice de acoplamiento
de la cadena respiratoria también se correlacioné inversa y significativamente con el
incremento precoz de los niveles de 4cido lactico durante el ejercicio.

En definitiva, este estudio demuestra una marcada diferencia en la tolerancia al
ejercicio conjuntamente con un incremento de la produccién de lactato a iso-carga.
La asociacién entre ACR vy el incremento en la produccién de dcido ldctico permite
especular que la ineficiencia en la cadena respiratoria mitocondrial comprometa
la adecuada produccién de ATP del musculo favoreciendo una activacién precoz
del metabolismo l4ctico. Hasta el momento, la ineficiencia muscular representada
por el incremento temprano del dcido lactico ha sido atribuida a factores como
la disminucién de la actividad de enzimas del metabolismo oxidativo muscular
ampliamente demostrada en la literatura™®. Ademss, el incremento en el consumo de
oxigeno a igual carga de trabajo demostrado por, al menos, dos trabajos anteriormente
publicados®*™ ha sido atribuido al incremento de la proporcién de fibras tipo Il
existente en el musculo periférico de los pacientes con EPOC. Esta es la primera
evidencia de la existencia de alteraciones en la cadena respiratoria mitocondrial en el
musculo esquelético de este tipo de pacientes. Otro factor destacable es la asociacién
entre el ACR vy la resistencia muscular normalizada por la CSA tanto a nivel basal
como después del entrenamiento. A diferencia de la alteracién en la fuerza muscular
observada en los pacientes con bajo BMI, que puede ser atribuida a la disminucién de
la CSA, la persistencia de las diferencias en la resistencia corregida por la CSA vy su
asociacion con el ACR establecen una clara relacién entre la disfuncién mitocondrial
y la disminucién de la resistencia muscular.

Las tres semanas de entrenamiento fisico tuvieron un efecto positivo en la funcién
muscular demostrado por una disminucién del incremento de los niveles plasmaticos
de 4cido lactico durante el ejercicio incremental en cicloergémetro en los pacientes
BMI, en comparacién con los BMI y el grupo C. Sin embargo, no existieron cambios
en el ACR en relacién con el entrenamiento en ninguno de los tres grupos. Cualquier
conclusién al respecto debe ser sumamente prudente por la corta duracién del programa
de entrenamiento y el limitado nimero de pacientes estudiados.

En cuanto a los posibles mecanismos intimos que generan esta alteracién de la
cadena respiratoria mitocondrial, la asociacién entre los niveles de PaO, y ACR

permite especular en una posible relacién causal hipoxia celular-alteracién en la
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fosforilacién oxidativa. Ademds, es bien conocido que una elevada produccién de
peroxinitritos, se relaciona con el desacople de la fosforilacién oxidativa®®®. En este
sentido, los niveles de 3-nitrotirosina se encuentran incrementados en el musculo
esquelético de pacientes con EPOC!™. M4s aun, la expresion de la sintetasa inducible
de 6xido nitrico (iNOS) se encuentra elevada en el musculo esquelético de pacientes
con EPOC y bajo BMIY. El estrés oxidativo/nitrosativo puede causar peroxidacién
de lipidos de las membranas celulares. Esto puede incrementar la permeabilidad de las
mismas. En el caso de la membrana interna mitocondrial puede llevar a una fuga de
iones, resultando en un dafio de la funcién mitocondrial.

En este sentido, ha sido mencionado en la literatura que el desacoplamiento de la
cadenarespiratoria mitocondrial puede constituir un mecanismo de defensa antioxidante
al asociarse a una disminucién de la produccién de especies reactivas de oxigeno?®. De
esta forma, el desacoplamiento de la cadena respiratoria reportado en el cuarto estudio
de esta tesis doctoral, podria estar ocasionado por un incremento de peroxinitritos en
el musculo esquelético que ha sido descrito en pacientes con EPOC y BMI bajo'™. Si
esto es asf, las diferencias, anteriormente discutidas, entre BMI, BMI, y controles en
el comportamiento de las concentraciones de glutation en relacién al entrenamiento,
podrian relacionarse a una disminucién en la produccién de ROS asociada al ejercicio
en los pacientes con bajo indice de masa corporal ocasionado por este desacoplamiento
de la cadena respiratoria mitocondrial?®. Es importante destacar, de acuerdo a los
resultados del primer y segundo trabajo, que este potencial mecanismo de defensa
antioxidante pareceria ser superado por la persistencia del estimulo prolongado, tal

como sugieren los resultados del entrenamiento de 8 semanas de duracién.

@
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Resumen

La intolerancia al ejercicio que sufren los pacientes con EPOC se debe no solo
a factores pulmonares sino a la disfuncién de mudsculos periféricos presente en este
grupo de pacientes que se engloba dentro de los denominados efectos sistémicos
de la enfermedad. La disfuncién muscular en pacientes con EPOC responde a dos
fenémenos diferenciados pero intimamente relacionados como son la alteracién en la
funcién muscular normal y la pérdida de masa muscular que ocurre en un subgrupo de
pacientes. La rehabilitacion basada en el entrenamiento muscular es una herramienta
terapéutica orientada a restaurar la funcién muscular normal. Esta consigue
incrementar la tolerancia al ejercicio conjuntamente con la mejorfa de la funcién
muscular caracterizada por un incremento en la capacidad de desarrollar fuerza,
una disminucién de la fatigabilidad del mdsculo y un incremento en la resistencia.
Esto impacta positiva y significativamente en la calidad de vida de estos pacientes.
Sin embargo, el entrenamiento fisico en pacientes con EPOC raramente alcanza a
normalizar la funcién muscular por completo. Por ello, el entrenamiento constituye
una herramienta que permite profundizar en el entendimiento de los mecanismos
etiopatogénicos responsables de la disfuncién muscular periférica que afecta a estos
pacientes. La disfuncién muscular responde a causas multifactoriales. Entre ellas,
factores inflamatorios como determinadas citocinas, fundamentalmente el TNFo y el
estrés oxidativo han cobrado relevancia en los Gltimos afios. Esta tesis profundiza en
el analisis de las relaciones entre el efecto del entrenamiento fisico en pacientes con
EPOC y el estado redox muscular. También examina la relacién entre estrés oxidativo
y la pérdida de masa muscular que tiene lugar en un subgrupo de pacientes con EPOC.
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Finalmente, la tesis explora las interacciones entre inflamacién y estrés oxidativo.
Asimismo, se describen por primera vez alteraciones en la eficiencia de la fosforilacion
oxidativa en pacientes con indice de masa corporal disminuido y su relacién con los
cambios fisiopatolégicos responsables de la disfuncién muscular.

Del cuidadoso andlisis de los resultados obtenidos a lo largo de estos afios,
plasmados en los cuatro trabajos presentados en la tesis podemos elaborar una serie de
conclusiones que se detallan en el apartado siguiente.
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Conclusiones

1) Los mecanismos de adaptacién al estrés oxidativo asociados al ejercicio se
encuentran alterados en el musculo esquelético de pacientes con EPOC. A diferencia
del grupo control, después de un programa de entrenamiento de ocho semanas de
duracién, los pacientes con EPOC presentan una alteracién en la capacidad de
incrementar las concentraciones de GSH concomitantemente con un incremento en
el GSSG. Dicha alteracién es mds evidente en los pacientes con bajo indice de masa

corporal.

2) Elincrementoen laexpresion de ARNm-yGCS en el musculo de estos pacientes
podria indicar que la alteracién del estado redox muscular en los pacientes con EPOC
no parece responder a una mala regulacion transcripcional sino a alteraciones de

cardcter post-transcripcional.

3) Los pacientes con EPOC presentan un incremento en la expresién de
ARNm-TNFa en el mdsculo periférico. Existe ademds un moderado incremento
de las concentraciones plasmdticas de TNFa en relacion al ejercicio de moderada

intensidad, no observado en sujetos sanos.
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4) Los pacientes con EPOC e indice de masa corporal bajo presentan un
desacoplamiento de la cadena respiratoria mitocondrial, que se relaciona con los
niveles de hipoxemia. Ello permite especular sobre posibles relaciones causales entre
hipoxia tisular, estrés oxidativo y el fenémeno de pérdida de masa muscular observado
en un subgrupo de pacientes con EPOC.

5) Asimismo, una alteracién en el adecuado acoplamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial puede explicar, en parte, el incremento temprano de los niveles de 4dcido

ldctico sanguineo que ocurre en los pacientes con EPOC y BMI, durante el ejercicio.
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Perspectivas de futuro

Las conclusiones de la tesis generan nuevos interrogantes que constituyen retos para
investigaciones futuras. De este modo, es importante conocer cual es la extensién de las
alteraciones en la capacidad antioxidante inducida por el entrenamiento, cuales son
las vias afectadas y en que grado esta deficiencia estd ligada a un régimen especifico de
programa entrenamiento para poder establecer estrategias futuras dirigidas a modelar
los mismos a las necesidades particulares de cada paciente. En este sentido, la eventual
administracién de suplementos nutricionales o farmacolégicos tendientes a limitar el

estrés oxidativo generado por el ejercicio debe ser objeto de futuros estudios.
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COPD as a Muscle Disease

Artists have much to teach us about respiratory
pathophysiology. Inhisclassic depictionofadvanced
emphysema (1), Dr. Frank Netter provides distinct
cues that breathing is labored. The gentleman’s
lips are pursed and he sits with his shoulder girdle
braced. However, the most striking physical sign
is an asthenic phenotype, with obvious weight
loss and marked atrophy of the trunk and limb
muscles. This image clearly illustrates the muscle
loss that commonly occurs in chronic obstructive
pulmonary disease (COPD) and results in muscle
dysfunction (2).

The mechanisms responsible for muscle
dysfunction in COPD include the chronic effects of
inflammatory mediators (2). In particular, skeletal
muscle is exposed to increased concentrations of
reactive oxygen species (ROS) that can inhibit force
production, contribute to premature muscle fatigue,
and promote muscle atrophy. Such responses require
that ROS concentrations exceed the buffering
capacity of antioxidants in skeletal muscle. The
most important antioxidant is glutathione (GSH), a
low-molecular-weight molecule present in muscle
at millimolar concentrations. GSH inactivates ROS
and other biologic oxidants, forming glutathione

disulfide (GSSG) as the oxidation by-product. GSSG
is then recycled enzymatically to GSH. This cycle
is dynamic; GSH is continually being oxidized to
GSSG and resynthesized within mammalian cells.
The GSH/GSSG cycle plays a fundamental role in
cellular homeostasis. Indeed, the balance between
GSH and GSSG can be used to assess overall redox
environment of the cell (3).

In the current issue (pp. 1114-1118), Rabinovich
and associates (4) provide new evidence that GSH
regulation is abnormal in muscles of patients with
COPD. These investigators tested the postulate that
GSH buffering capacity could be enhanced in the
lower limb muscles by exercise training. The 8-wk
protocol of high-intensity training had the expected
effect in control subjects. Compared with the
untrained state, the trained vastus lateralis muscle
maintained GSH at significantly higher levels after a
bout of exhaustive exercise. Thus, training appeared
to increase the efficacy of antioxidant buffering in
control subjects as expected (5). No such benefit was
seen in individuals with COPD. GSH concentrations
measured after exhaustive exercise were unaltered
by training. Worse, training increased the GSSG
levels measured after exhaustive exercise.
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The latter finding is paradoxical. Accumulation
of the oxidized GSSG molecule suggests that
training can be disadvantageous in patients with
COPD, making the muscles more susceptible to
exercise-induced oxidative stress. How might this
be? Where did the system go wrong? The data of
Rabinovich and associates provide us with several
clues: First, before exercise, GSH and GSSG
concentrations in the muscles of trained patients with
COPD were not different from the values obtained
in trained control subjects. This argues that training
did not induce GSH depletion. Nor does it appear
that oxidative stress in the lungs or other remote
organs starved the muscle of circulating substrate
for GSH synthesis. Second, the loss of GSH/GSSG
regulation was closely correlated with the gain
in exercise capacity produced by training. The
strenuous contraction required for skeletal muscle
training causes the muscles to generate oxidants
at an accelerated rate (6). In patients with COPD,
it appears that the increased oxidant production
was not adequately buffered. The data suggest
that antioxidant buffering did not fully adapt to
the higher rate of production, leaving the trained
muscle more susceptible to oxidative stress.

Which regulatory element failed to respond?
The most obvious candidates are the enzymes
that regulate GSH/GSSG cycling. Rabinovich
and associates recognized this possibility and
measured messenger ribonucleic acid (mRNA)
concentrations for a key enzyme in GSH synthesis,
v-glutamylcysteine synthetase. Results of this
analysis were not conclusive, however, and
inadequate adaptation of the GSH/GSSG cycle
cannot be ruled out. It is equally plausible that
training compromised other antioxidant pathways
that work in conjunction with GSH. For example,
catalase, the superoxide dismutases, o-lipoic acid,
and vitamins E and C all contribute to antioxidant
buffering. Losses in one or more of these pathways
would increase the oxidative burden on GSH
metabolism, predisposing the muscles to GSSG
accumulation during exercise.
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So what? Why might we care that GSSG
concentrations rise during exercise? The obvious
answer lies at the level of muscle function. The rise
in GSSG indicates that antioxidant buffering is less
effective and that activity of unbuffered oxidants
is increased in the working muscle. Oxidants
act directly on muscle myofilaments to decrease
force production and predispose muscles of the
respiratory pump and limbs to premature fatigue
(7). Over the long haul, chronic increases in oxidant
levels can also influence skeletal muscle gene
expression (8). Deleterious effects that may result
include accelerated muscle atrophy (9). If training
predisposes the muscles of patients with COPD to
such effects, it could be wildly counterproductive.
Thus, the data of Rabinovich and associates call into
question the basic strategy of exercise training for
patient rehabilitation.

What is to be done? It is clear that additional data
areneededtofleshoutthislimited but very stimulating
report. Assuming the data are reproducible—and
there is no reason to suppose otherwise—it becomes
important to define the problem in greater detail.
We need to know the extent to which training
induces antioxidant insufficiency, the antioxidant
pathways that are affected, and the degree to which
antioxidant deficiency is linked to a specific training
regimen. This information may make it possible to
avoid antioxidant depletion by tailoring the training
protocols appropriately. Alternatively, it may be
possible to provide nutritional or pharmacologic
supplements that limit oxidative stress in working
muscle. The latter intervention has been considered
in COPD for pulmonary pharmacotherapy (10) and
may also prove beneficial for muscles.

Like Dr. Netter’s painting, the data of Rabinovich
and associates remind us that lung disease has
remote effects on skeletal muscle. It has long been
recognized that redox homeostasis is jeopardized by
COPD. Rabinovich and associates have provided
new evidence to reinforce this principle and to
pointedly illustrate its unexpected impact on the
muscles of patients.

MicHAEL B. REID, Pu.D.
Baylor College of Medicine
Houston, Texas
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IS COPD ALSO A DISEASE OF SKELETAL
MUSCLE?

To the Editor:

The article by Rabinovich and colleagues (1) and
editorial by Reid (2) are very stimulating. Rabinovich’s
abstract ends ““. . . patients with COPD showed a reduced
ability to adapt to endurance training reflected in lower
capacity to synthesize GSH” and Reid’s title is “COPD as
a muscle disease.” They infer an intrinsic muscle defect
in COPD that reflects a pathological state rather than
different levels of activity and/or muscle environment. In
the latter, muscle would function normally if activity and/
or environment were restored; in the former, this would
not happen. Which of these two possibilities proves
correct may have therapeutic consequences.

Consider the GSH response as the product of the
stimulus (amount of training) and the gain (GSH change
per unit of training). Is the diminished response in COPD
due to lower gain (i.e., muscle pathology) or just lesser
stimulus? The stimulus was certainly less in COPD: peak
watts increased by 14 from 48 to 62 in COPD, but by 36
from 124 to 160 in controls. Therefore one cannot refute
the hypotheses that in COPD the lower GSH response
was due to lower stimulus and ability to increase GSH
with training is not impaired. Note that the authors could
be correct. It may be that the relative training stimulus is
more important than the absolute stimulus; however, we
do not know that.

Rabinovich’s data for GSH levels (in subjects with
normal BMI) before and after training appear in Figure
1 as a function of exercise capacity. Both before (top)
and after (bottom) training, most patients (¢riangles) had
higher GSH levels in relation to peak power than the
normal subjects (circles). Pretraining GSH levels were
higher even in absolute terms in the patients. The capacity
to form GSH is thus enhanced, not compromised, in
COPD. In the lower panel, note the mean pre- and post-
training data (solid symbols). The slopes are similar. Thus,
much of the reater increase in GSH in the controls could
be due to their greater increase in peak work rate.

Both the article and editorial should conclude only
that in COPD, the GSH/GSSG system fails to respond
as in normal subjects trained at much higher intensities.
Whether this is due to reduced ability to respond, or due
to lower training stimulus remains to be established.
This does not lessen the value of either the article or the
editorial. That the poor response in COPD may be due to
a low stimulus and not pathology, the opposite of what is
implied, is suggested by Figure 1, showing little difference
in GSH response per watt gained with training. Rather, the
data suggest that in COPD with normal BMI, the problem
is predominantly low muscle use and limited increase in
peak power with training due to the limitations imposed
by the lung disease itself.

PETER D. WAGNER

University of California, San Diego
La Jolla, California
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Figure 1. Individual values for muscle [GSH] as a function
of peak power attained. Triangles represent patients, circles
control subjects. Solid symbols are means + SE. Upper panel:
before training; lower panel: after training (but with mean pre-
training data also included for reference). Lines through origin
are for visual comparison of patients to average response in
control subjects. Most patient values lie above the mean control
response; however, slope of the training response is similar.

1. Rabinovich RA, Ardite E, Troosters T, Carb6é N, Alonso J,
Gonzalez de Suso JM, Vilaro J, Barbera JA, Polo MF, Argilés
JM, Fernandez-Checa JC, Roca J. Reduced muscle redox
capacity after endurance training in patients with chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med
2001;164:1114-1118.

2. Reid MB. COPD as a muscle disease. Am J Respir Crit Care
Med 2001; 164:1101-1102.
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From the Author:

Dr. Wagner objects to the conclusion of Dr. Rabinovich
and associates (1) and myself (2) that redox homeostasis
appears defective in the muscles of trained patients with
COPD. He points out that reduced glutathione content
may have failed to change in patients with COPD
because intensity of the training stimulus was too low.
This is surely true. But it misses the point.

Dr. Rabinovich and his colleagues assessed “the
effects of exercise training on limb muscle redox
status” by measuring changes in both oxidized and
reduced glutathione, GSSG and GSH, respectively. The
GSSG/GSH redox couple is an established index of the
cellular redox environment (3). But Dr. Wagner bases his
argument on GSH alone. In redox chemistry, as in marital
counseling, one ignores half a couple at one’s peril. GSH
content is a gross index of the redox environment at best,
and can be misleading. (By analogy, imagine assessing
the metabolic status of exercising muscle by measuring
pyruvate alone and ignoring lactate.)

Importance of the neglected GSSG data is apparent
in Figure 2 of the original article by Rabinovich and
colleagues (1). GSSG levels rose significantly in the
muscles of trained patients with COPD after exercise,
providing evidence of oxidative stress. This response
was anomalous. GSSG did not increase after exercise
in trained control subjects, nor did it increase in either
group before training. The response was also unexpected.
Training normally renders skeletal muscle more resistant
to oxidative stress, not less (4).

A more comprehensive index of the redox
environment is the relationship between GSSG and GSH
or GSSG/GSH. Dr. Rabinovich and colleagues did not
report changes in GSSG/GSH per se . However, average
values can be approximated from Figures 1 and 2 (1).
Before training, GSSG/GSH was essentially identical in
the exercised muscles of control subjects (approximately
0.125) and patients with COPD (approximately 0.127).
But training had opposite effects on the two groups.
GSSG/GSH decreased in control subjects (approximately
0.103). In contrast, GSSG/GSH increased in patients
with COPD (approximately 0.167), providing further
evidence of oxidative stress.

Exercise-induced increases in both GSSG and
GSSG/GSH argue against Dr. Wagner’s proposal that,
“the poor response in COPD may be due to a low stimulus
and not pathology.” The response of patients with COPD
to training did not differ from normal by degree. The
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difference was qualitative, explicitly abnormal. If one
considers the data en toto, pathology seems the most
logical explanation.

MicHAEL B. REID
Baylor College of Medicine
Houston, Texas

1. Rabinovich RA, Ardite E, Troosters T, Carbo N, Alonso J,
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JM, Fernandez-Checa JC, Roca J. Reduced muscle redox
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2001;164:1114-1118.
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alterations in skeletal muscle antioxidant capacity: a brief
review. Med Sci Sports Exerc 1999;31:987-997.

From the Authors:

We thank Dr. Wagner for his thorough considerations on
our work (1). The letter clearly addresses two relevant
points:

(1) Magnitude of the stimulus . The arguments
regarding effects of absolute versus relative intensity of
the training stimulus on skeletal muscle are well taken,
but conclusions should not be drawn from pre-training
GSH data. Relative (not absolute) intensity of the training
stimulus determines muscle adaptation. Although COPD
patients (FEV, 38 +4 % pred) were trained at a lower
external power than healthy subjects, they showed similar
post-training reduction of half-time phosphocreatine
([PCr]) recovery (*'P-NMRS) (-12.5£3.3 seconds versus
-12.0+2.0 seconds, COPD and controls, respectively).
Moreover, a subanalysis in the six COPD patients with
low body mass index (FEV, 27+5 % pred) displayed an
even higher post-training reduction of half-time [PCr]
recovery (by -22+3 seconds) (p=0.02). These results
indicate that in patients with severe pulmonary disease,
the training stimulus produced substantial skeletal muscle
adaptations.

Training generated different redox responses in COPD
patients and in control subjects. Pre-training muscle GSH
levels were not different between COPD patients and
healthy sedentary subjects (5.36+0.72 and 4.6+1.03 nmol/

mg protein, respectively), yet COPD patients showed
a significant relationship between AGSSG (oxidized
glutathione) and AWpeak after training (r=0.55, p=0.02).
In these patients, no changes in GSH (reduced glutathione)
were shown, despite upregulation of gamma-glutamyl
cystein synthase (one of the key enzymes in the synthesis
of GSH). Briefly, while training decreased muscle redox
potential in these patients, the GSH/GSSG ratio increased
after training in controls.

(2) Heterogeneity of COPD patients . The distinction
among intrinsic muscle disease, muscle deconditioning,
and dysfunction related to abnormal muscle environment
was clearly beyond the scope of our study. We must
acknowledge, however, that the subset of six low BMI
patients showed a post-training fall in total glutathione (-
0.90+0.66 nmol/mg protein, p=0.04) not seen in normal
BMI patients (2.0£1.11 nmol/mg protein) or in healthy
subjects (4.27+1 nmol/mg protein p=0.01 each). Our group
is actively working on the notion that although COPD
patients with low fat free mass (FFM) may constitute a
subset of COPD patients with intrinsic muscle disease,
COPD patients with normal FFM may predominantly
show the effects of muscle deconditioning. This
hypothesis raises a potential debate on the rationale for
different types of interventions to enhance physiological
adaptations to endurance training in COPD patients that
will remain speculative until further progress in this area
is achieved.

RoBERTO A. RABINOVICH

Josep Roca

Hospital Clinic, IDIBAPS, University of Barcelona
Barcelona, Spain

1. Rabinovich RA, Ardite E, Troosters T, Carbo N, Alonso J,
Gonzalez de Suso JM, Vilar6 J, Barbera JA, Polo MF, Argilés
JM, Fernandez-Checa JC, Roca J. Reduced muscle redox
capacity after endurance training in patients with chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med
2001;164:1114-1118.
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