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Resumen

La inflamacion y el estrés oxidativo son mecanismos moleculares que contribuyen
al dafio y a la disfuncion muscular. Existen procesos crénicos con fendmenos
inflamatorios de bajo grado pero de larga duracidon (EPOC, con o sin pérdida
de peso), asi como situaciones clinicas con liberacién aguda de gran cantidad de
moléculas proinflamatorias (Sepsis). Los mecanismos de regeneracion del musculo
en ambas entidades son esenciales para la correcta recuperacién funcional y pueden
condicionar cambios fenotipicos. Objetivo: En la EPOC, evaluar el estrés oxidativo,
inflamacidn y estructura antes y después de un programa de rehabilitacion en el
vasto lateral (VL) del cuadriceps e intercostal. En dos grupos adicionales estudiar
cambios regenerativos en el VL y realizar un andlisis de cambios fibrilares y
supervivencia. En pacientes con sepsis, investigar los eventos de estrés oxidativo
e inflamacién en los mismos musculos. Métodos: Estudio 1: Se analizaron cambios
fibrilares (inmunohistoquimica) y estrés oxidativo (western-blot) en el musculo VL
e intercostal en 25 pacientes con EPOC, antes y después de un entrenamiento de
alta intensidad (8-10 semanas). En todos los pacientes se determinaron la capacidad
de ejercicio (test de marcha de 6’ y cicloergdmetro) y calidad de vida relacionada
con la salud (cuestionarios SGRQ y SF36). Estudio 2: En un grupo adicional de 392
pacientes EPOC se analizé el fenotipo fibrilar del VL y su supervivencia. Estudio 3: Se
obtuvieron muestras del VL en 15 pacientes con EPOC sin bajo peso, 15 pacientes
EPOC con bajo peso y 10 sujetos control. Se analizaron cambios fibrilares, dafio
y numero de células satélite (inmunohistoquimica), expresién de ARN de genes
clave en la regeneracion, mediadores de inflamacidon y mantenimiento de la masa
muscular (PCR en tiempo real), y niveles de proteinas clave relacionadas con la
regeneracion (western-blot). Se obtuvieron cultivos primarios de mioblastos de
dichas muestras musculares, en las que se evaluaron propiedades de migracion
(microscopia de traccidn), capacidad de proliferacién (Population doubling time y
ELISA) y diferenciacién (ELISA y PCR en tiempo real). Estudio 4: En el VL e intercostal
de 6 pacientes con sepsis grave y 6 sujetos control se analizé la estructura muscular,
células inflamatorias, estrés oxidativo y expresion de mediadores inflamatorios
(técnicas mencionadas anteriormente). Resultados: Estudio 1: Situacion basal, en el
VL respecto del intercostal se observaron niveles de estrés oxidativo y antioxidantes
(SOD2) aumentados. Tras 10 semanas de entrenamiento, se observaron mejorias
en la capacidad de ejercicio y calidad de vida sin aumentos en los niveles de estrés
oxidativoen ningunodelosmusculos. Estudio 2: Enel VLde pacientes EPOCelaumento
en la proporcion de fibras rdpidas se asocié a una mayor mortalidad, especialmente
en aquéllos con enfermedad grave. Estudio 3: En el VL de pacientes EPOC respecto
de los sujetos control se observé mayor limitacién al ejercicio, aumento de fibras
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rapidas, signos de dafo, nucleos internalizados y células satélite. En los mismos
pacientes se observd un incremento en la expresidn de genes involucrados en fases
precoces de la regeneraciéon muscular (PAX7, MYOG y MYF6), pero descenso en
los que regulan fases tardias (MYH8). Ademas en los pacientes con bajo peso se
observd un aumento en los niveles de IL-6 y una sobreregulacion en la expresion
de IGF-1 y MGF en el VL. En los cultivos primarios de mioblastos no se observaron
diferencias entre pacientes y controles en la capacidad de migracidn, proliferacion,

diferenciacién ni en la expresidn de genes clave de regeneracién muscular. Estudio 4:

En el VL de pacientes con sepsis los niveles de diversos marcadores de estrés oxidativo
e inflamacién (TNF-alfa y sus receptores, IL-1B, IL-6 y CD18) estaban aumentados,
mientras que no se observaron diferencias en el musculo intercostal. Conclusiones:
Se han encontrado alteraciones musculares en la EPOC y la sepsis, aunque con un
patrén diferenciado entre la musculatura respiratoria y periférica en esta ultima. El
entrenamiento de alta intensidad induce una mejoria clinica en los pacientes EPOC, sin
conllevar aumento en los niveles de estrés oxidativo o inflamacidn. Los mecanismos
de regeneracidn/reparacién parecen hallarse alterados en el VL de pacientes con
EPOC, probablemente debido a la interaccion de factores locales in vivo. El fenotipo
fibrilar en este musculo predice la mortalidad de dichos pacientes.

Resum

La inflamacid i I'estrés oxidatiu sén mecanismes moleculars que contribueixen al
dany i a la disfuncié muscular. Hi ha processos cronics amb fenomens inflamatoris
de baix grau pero de llarga durada (MPOC, amb o sense pérdua de pes), aixi com
situacions cliniques amb alliberament agut de gran quantitat de mol-lecules
proinflamatories (Sepsia). Els mecanismes de regeneracié del muscul en les dues
entitats son essencials per a la correcta recuperacié funcional i poden condicionar
canvis fenotipics. Objectiu: En la MPOC, avaluar I'estres oxidatiu, la inflamacid i
I’estructura abans i després d’un programa de rehabilitacid en el vastus lateralis
(VL) del quadriceps i en l'intercostal. En dos grups addicionals de pacients estudiar
canvis regeneratius en el VL i realitzar una analisi de canvis fibril-lars i supervivencia.
En pacients amb sepsia, investigar els esdeveniments d’estrés oxidatiu i la inflamacié
en els mateixos musculs. Métodes: Estudi 1: Es van analitzar els canvis fibril-lars
(immunohistoquimica) i I'estres oxidatiu (western-blot) en els musculs VLiintercostal
de 25 pacients amb MPOC, abans i després d’un entrenament d’alta intensitat (8-
10 setmanes). En tots els pacients es van determinar la capacitat d’exercici (test
de marxa de 6 i cicloergdbmetre) i la qualitat de vida relacionada amb la salut
(gliestionaris SGRQ i SF36). Estudi 2: en un grup addicional de 392 pacients MPOC
es va analitzar el fenotip fibril-lar del VL i la seva supervivencia. Estudi 3: Es van
obtenir mostres del VL en 15 pacients amb MPOC sense baix pes, 15 pacients
MPOC amb baix pes i 10 subjectes control. Es van analitzar els canvis fibril-lars,
el dany i el nombre de cél-lules satel-lit (immunohistoquimica), I'expressié d’ARN
de gens clau en la regeneracio, els mediadors d’inflamacié i el manteniment de la
massa muscular (PCR en temps real), i els nivells de proteines clau relacionades
amb la regeneracid (western-blot). Es van obtenir cultius primaris de mioblastes
d’aquestes mostres musculars, en qué es van avaluar les propietats de migracio
(microscopia de traccid), la capacitat de proliferacié (Population doubling time i
ELISA) i de diferenciacié (ELISA i PCR en temps real). Estudi 4: Al VL i I'intercostal
de 6 pacients amb sépsia greu i 6 subjectes control es va analitzar I'estructura
muscular, les cel-lules inflamatories, I'estrés oxidatiu i I'expressié de mediadors
inflamatoris (tecniques esmentades anteriorment). Resultats: Estudi 1: Situacio
basal, al VL respecte de l'intercostal es van observar nivells d’estrés oxidatiu i
antioxidants (SOD2) augmentats. Després de 10 setmanes d’entrenament, es van
observar millores en la capacitat d’exercici i la qualitat de vida sense augments
en els nivells d’estrés oxidatiu en cap dels musculs. Estudi 2: Al VL de pacients
MPOC l'augment en la proporcié de fibres rapides es va associar a una major
mortalitat, especialment en aquells amb malaltia greu. Estudi 3: En el VL de
pacients MPOC respecte dels subjectes control es va observar major limitacié a
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I’exercici, augment de fibres rapides, de signes de dany, de nuclis internalitzats
i de cel-lules satél-lit. En els mateixos pacients es va observar un increment en
I'expressio de gens involucrats en les fases precoces de la regeneracié muscular
(PAX7, MYOG i MYF6), pero descens en els que regulen les fases tardanes (MYHS8).
A més en els pacients amb baix pes es va observar un augment en els nivells d’IL-6
i una sobreregulacién en I’'expressié d’IGF-1 i MGF al VL. En els cultius primaris de
mioblasts no es van observar diferéncies entre pacients i controls en la capacitat
de migracid, de proliferacié, de diferenciacid ni en I'expressié de gens clau de
regeneracié muscular. Estudi 4: Al VL de pacients amb sépsia els nivells de diversos
marcadors d’estrés oxidatiu i d’inflamacié (TNF-alfa i els seus receptors, IL-1B, IL.-6
i CD18) estaven augmentats, mentre que no es van observar diferéncies en el
muscul intercostal. Conclusions: S’han trobat alteracions musculars en la MPOC i
en la sepsia, tot i que amb un patré diferenciat entre la musculatura respiratoria
i periférica en aquesta ultima. L'entrenament d’alta intensitat indueix una millora
clinica en els pacients MPOC, sense comportar augment en els nivells d’estrés
oxidatiu o inflamacié. Els mecanismes de regeneracid/reparaciéo semblen estar
alterats en el VL de pacients amb MPOC, probablement a causa de la interaccié
de factors locals in vivo. El fenotip fibril-lar en agquest muscul prediu la mortalitat
d’aquests pacients.

Abstract

Both inflammation and oxidative stress are molecular mechanisms that contribute
to muscle damage and dysfunction. Although different chronic disorders share
inflammatory phenomena, some of them are characterized by a low-grade but
long duration of these events (COPD, with or without weight loss) and others are
more acute with a dramatic release of many proinflammatory molecules (Sepsis).
The mechanisms of muscle regeneration in both entities are essential for a
proper structural and functional recovery, and can condition phenotypic changes.
Objective: To assess oxidative stress, inflammation and muscle structure before and
after a rehabilitation program in the vastus lateralis (VL) and intercostal muscles of
COPD patients. Moreover, to evaluate regenerative changes in the VL and to carry
out a survival analysis. In parallel, to investigate the events of oxidative stress and
inflammation in the muscles of septic patients. Methods: Study 1: fiber changes
(immunohistochemistry) and oxidative stress (western-blot) were analyzed in the
intercostal and VL muscles of 25 COPD patients before and after a high intensity
training (8-10 weeks). Exercise capacity (6" walking test and cycloergometry) and
health-related quality of life (SGRQ and SF36) were also determined. Study 2: fiber
phenotypeofVLandsurvivalwasanalyzedinanadditionalgroup of 392 COPD patients.
Study 3: fiber changes, damage and number of satellite cells (immunohistochemistry),
RNA expression of key genes involved in regeneration, mediators of inflammation
and maintenance of muscle mass (real time PCR), and levels of key proteins
related to regeneration (western-blot) were analyzed in the VL of COPD patients
(15 underweight and 15 with normal weight) and control subjects (n=10). Primary
myoblast cultures of these muscle samples were also performed and cell mechanical
properties (linked to migration, tensile microscopy), proliferation (population
doubling time and ELISA) and differentiation (ELISA and PCR) were quantified. Study
4:samples of intercostal and VL of 6 patients with severe sepsis and 6 control subjects
were analyzed for muscle structure, oxidative stress and inflammatory mediators
(above mentioned techniques). Results: Study 1: Basal levels of oxidative stress and
antioxidants (SOD2) were increased in the VL versus the intercostal muscle of COPD
patients. After 10 weeks of training, significant improvements were observed in
exercise capacity and quality of life with no increases in oxidative stress in either
of the two muscles. Study 2: The increase in the proportion of fast fibers in the VL
of COPD patients was associated with increased mortality, especially in those with
a severe disease. Study 3: Exercise limitation as well as increases in the percentage
of fast fibers, signs of muscle damage, internalized nuclei and satellite cells was
observed in the VL of COPD patients compared to controls. Furthermore, increased
expression of genes involved in early stages of muscle regeneration (PAX7, MYOG
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and Myf6) but a decrease in those regulating late phases (MYH8) was also observed
in the muscle of COPD patients when compared to controls. Patients with COPD
and low weight also showed upregulation of the genes encoding IL-6 and muscle
growth factors (IGF-1 and MGF). We saw no difference on primary myoblast cultures
in either the ability of migration, proliferation, differentiation or the expression of
key muscle regeneration genes between patients and controls. Study 4: Different
oxidative stress and inflammatory (TNF- and its receptors, IL-1, IL-6 and CD18)
markers were increased in the VL of septic patients compared with controls, with no
differences in the intercostal muscle. Conclusions: We found significant alterations
in the muscles of both COPD and septic patients, although the latter had a distinct
pattern between respiratory and peripheral muscles. High intensity training induces
clinical improvement in COPD patients, with no increases in the levels of oxidative
stress and inflammation. The mechanisms of muscle regeneration appear to be
altered in the VL of COPD patients, which is probably due to the interaction of local
factors in vivo. Muscle fiber phenotype predicts mortality of these patients.

Nota preliminar
Colaboraciones

Todos los estudios que conforman esta tesis doctoral se hanrealizado en colaboracién
con otros grupos de investigacion de ambito nacional e internacional.

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

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

El tercer estudio titulado “Alteraciones de la regeneracién en el musculo cuddriceps
de pacientes con EPOCy masa muscular reducida: iConsecuencia del microambiente
celular?”, actualmente en proceso de peer review para su posible publicacién, se ha
realizado en colaboracion con los equipos de los doctores X.Trepat, D. Navajas y
R.Farré (Unitat de Fisica & Bioenginyeria. IBEC — UB, de Barcelona).

El cuarto estudio titulado “Inflamacién y Estrés Oxidativo en los musculos
respiratorios y periféricos de pacientes con sepsis grave” , fue publicado como
original en la revista Medicina Clinica y se realizd en colaboracion con el equipo de la
Dra F.Arbol (Unidad de Cuidados intensivos, Hospital de Nuestra Sefiora del Prado,
Talavera de la Reina).
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Publicaciones Adicionales

Durante los afios de realizacion de la presente Tesis doctoral, he tenido laoportunidad
de participar en otros estudios relacionados con ella. Aunque finalmente no forman
parte del cuerpo de la Tesis, mayoritariamente giran en torno a la disfuncién
muscular en el paciente con EPOC o en la valoracién de la microcirculacion del
musculo en el paciente con sepsis.

También he tenido la oportunidad de formar parte del Grupo AUDIPOC (auditoria
nacional y europea del manejo de los pacientes con EPOC durante un ingreso
hospitalario) y en el estudio Biomepoc (determinacidn de biomarcadores de rasgos
fenotipicos en dicha enfermedad). De estos estudios se derivan las siguientes
publicaciones:

1  MarinJ, Fontes CC, Pascual-Guardia S, Sanchez F, Olivan M, Argilés JM, Busquets
S, Lépez-Soriano FJ, Barreiro E. Redox balance and carbonylated proteins in limb
and heart muscles of cachectic rats. Antioxid Redox Signal. 2010;12:365-380.

2  Geal, Casadevall C, Pascual-Guardia S, Orozco-Levi M, Barreiro E. Respiratory
diseases and muscle dysfunction. Expert Rev Respir Med. 2012;6:75-90.

3  Antonio Sancho-Mufoz, Carlos Trampal, Sergi Pascual, Juana Martinez-Llorens,
Roberto Chalela, Joaquim Gea, Mauricio Orozco-Levi. Muscle Glucose Metabolism
in Chronic Obstructive Pulmonary Disease Patients. Arch Bronconeumol.
2014;50:221-7.

4 Rodriguez A, Marin-Corral J, Oliva |, Claverias L, Cos E, Rosich S, Solé C, Bodi
M, Pascual-Guardia S, Gea J. Regional oxygen saturation index (rSO,) in
brachioradialis and deltoid muscle. Correlation and prognosis in patients with
respiratory sepsis. Med Intensiva. 2015;39:68-75.

5 Puig-Vilanova E, Rodriguez D, Lloreta J, Ausin MP, Pascual-Guardia S, Broquetas
J, Roca J, Gea J, Barreiro E. Oxidative stress, redox signaling pathways, and
autophagy in cachectic muscles of male patients with advanced copd and lung
cancer. Free Radical Biology & Medicine. 2015;79:91-108.

6 Pascual S, Feimer J, De Soyza A, Sauleda Roig J, Haughney J, Padullés L, Seoane
B, Rekeda L, Ribera A, Chrystyn H. Preference, satisfaction and critical errors
with Genuair and Breezhaler inhalers in patients with COPD: a randomised,
cross-over, multicentre study. NPJ Prim Care Respir Med. 2015; 25:15018.

7 Marin-Corral J, Claverias L, Bodi M, Pascual-Guardia S, Dubin A, Gea J,
Rodriguez A. Prognostic value of brachioradialis muscle oxigen saturation index
and vascular occlusion test in septic shock patients. Medicina Intensiva. 2015.
[Epub ahead of print].

8 Rodriguez A, Marin-Corral J, Claverias L, Magret M, Trefler S, Bodi M, Pascual-
Guardia S, Gea J. Prognostic value of muscle regional saturation index (rSO,) in
severe community-acquires pneumonia (CAP). En revision. 2015.

Otros articulos con autoria grupal (S.pascual es miembro del grupo AUDIPOC):

9 Pozo-Rodriguez F, Alvarez CJ, Castro-Acosta A, Melero Moreno C, Capelastegui
A, Esteban C, Herndndez Carcereny C, Lépez-Campos JL, Izquierdo Alonso
JL, Lépez Quilez A, Aguisti A, por el Grupo AUDIPOC Espafia. Clinical audit of
patients admitted to hospital in Spain due to exacerbacion of COPD (AUDIPOC
Study): method and organisation. Arch Bronconeumol. 2010; 46:349-57.

10 Lopez-Campos JL, Pozo-Rodriguez F, AUDIPOC Study Group. Quality of care
assessment in COPD. AUDIPOC: the Spanish audit experience. Pneumonol
Alergol Pol. 2012;80:505-8.

11 Pozo-Rodriguez F, Lopez-Campos JL, Alvarez-Martinez CJ, Castro-Acosta A,
Agliero R, Hueto J, Herndndez-Hernandez J, Barrén M, Abraira V, Forte A,
Sanchez Nieto JM, Lopez-Gabalddn E, Cosio BG, Agusti A; AUDIPOC Study
Group. Clinical audit of COPD patients requiring hospital admissions in Spain:
AUDIPOC study. PLoS One. 2012;7:e42156.

12 Lopez-Campos JL, Asensio-Cruz MI, Castro-Acosta A, Calero C, Pozo-Rodriguez
F; AUDIPOC and the European COPD Audit studies. Results from an audit
feedback strategy for chronic obstructive pulmonary disease in-hospital care:
a joint analysis from the AUDIPOC and European COPD audit studies. PloS One.
2014;9:e110394.

13 Jose Luis Lépez-Camos, Sylvia Hartl, Francisco Pozo-Rodriguez, C. Michael
Roberts and on behalf of the European COPD Audit team. Antibiotic Prescription
for COPD Exacerbations Admitted to Hospital: European COPD audit. PLoS One.
2015; 10:e0124374.
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1. Introduccion

1.1. La inflamacidn

La inflamacién es un proceso fisiolégico inespecifico mediado por multiples células
y moléculas con el objetivo de defender al organismo, aislando y/o destruyendo a
posibles agentes nocivos (noxas), asi como de iniciar el proceso de reparacion del

tejido dafiado.

La respuesta inflamatoria se caracteriza por un incremento en la permeabilidad
capilar, el acimulo de liquido y proteinas plasmaticas, y la presencia masiva y
activacion de células leucocitarias (1).

En ocasiones el tejido dafiado se restituye de forma completa, conservando su
estructura y funcidn iniciales (restitucion ad integrum), pero en ocasiones se crea un
tejido con nuevas caracteristicas, lo que se denomina remodelado (Fig.1)
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Fig.1. Esquema del proceso de dafio y reparacion tisular.
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Clinicamente la inflamacidon se ha dividido en dos patrones bien definidos: la
inflamacidn crdénica y la inflamacion aguda. Ambos tipos presentan una respuesta
vascular y celular mediada por multiples moléculas y factores quimicos que se
describirdn mas adelante.

La inflamacion aguda presenta un inicio rapido y generalmente es de corta duracién
(horas o dias). Su principal caracteristica es la exudacion de liquido y células
plasmaticas que generaran edema y migracion de leucocitos (principalmente
neutrofilos) (2).

La inflamacidn crénica es de mas larga duracion (semanas o meses) y se caracteriza
por la presencia predominante de linfocitos, macréfagos, proliferacion de vasos
sanguineos, asi como fibrosis e incluso necrosis tisular.

Por otra parte, en los ultimos afos se ha postulado un tercer tipo de inflamacién
gue ocurriria en las fases iniciales del proceso o bien en entidades crénicas, y que
algunos autores denominan como inflamacién de “baja intensidad” (3). En este
tipo de inflamacidn la presencia de células inflamatorias es escasa y el componente
vascular inapreciable, existiendo basicamente un incremento en los mediadores
quimicos.

1.1.1 Células del sistema inmune

A modo de breve resumen, puede afirmarse que el sistema inmunitario esta formado
por un conjunto heterogéneo de células, de las que las mas importantes son los
leucocitos. Estos son los encargados de regular la respuesta inflamatoria mediante
el reconocimiento, procesamiento y presentacion de antigenos extrafios a las células
efectoras. Una vez reconocido un antigeno e identificados sus determinantes como
extranos, el sistema inmunitario puede llevar a cabo dos clases de respuestas: segln
se trate de la inmunidad de tipo humoral o de la celular.

a) Linfocitos T

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

Introduccion

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

b) Linfocitos B

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

c) Linfocitos-Natural Killer (NK)

Se consideran la primera linea defensiva frente a distintas agresiones. Constituyen
aproximadamente el 10% restante de los linfocitos presentes en sangre periférica.
Pueden lisar diversas células sin necesidad de sensibilizacion previa. No existe una
proteina de membrana especifica para estos linfocitos, aunque en la practica clinica
se detectan habitualmente utilizando el CD16 y/o el CD56.

d) Macréfagos

Son células que proceden de los monocitos (linaje mieloide). En condiciones
normales se encuentran dispersos de forma difusa por los tejidos mesenquimales
0 se agrupan en ciertas visceras (higado, bazo, ganglios linfaticos y también en los
pulmones, etc.). Actlan tanto como filtros de particulas, microorganismos y células
envejecidas, procesando y presentando antigenos a los linfocitos T y B. Entre otras
propiedades, se caracterizan por expresar en su membrana el CD68 (Fig.2).

e) Polimorfonucleares

Los polimorfonucleares son células que, al igual que los macréfagos, proceden del
linaje mieloide. Son las células leucocitarias mas abundantes en la sangre del ser
humano, representando el 60% del total. Su nucleo forma cuatro o cinco Iébulos
unidos, y en su mayor parte se denominan neutréfilos. Los granulos azurdfilos
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contienen enzimas, como la peroxidasa, fosfatasa acida y alfa-glucuronidasa.
Participan en la eliminacién de parasitos de gran tamafo y en la modulacién de la
respuesta inmune (Fig.2). Pequefios porcentajes de células blancas constituyen los
eosinodfilos y los baséfilos.

Todas las células del linaje mieloide expresan diferentes isoformas de CD45. Por otra

parte, todas las células leucocitarias expresan CD18 por lo que se considera que éste
es un excelente marcador panleucocitdrio.
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Fig.2. Esquema de las células del sistema inmune y su funcion.
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1.1.2 Citoquinas Proinflamatorias

Son proteinas del sistema inmunitario que regulan la funcidn tanto de las células
que las producen como de otros tipos celulares. Las citoquinas son agentes
responsables de la comunicacion intercelular, inducen la activacidon de receptores
especificos de membrana, funciones de proliferacion y diferenciacidn celular. Son
producidas fundamentalmente por linfocitos y macréfagos activados, siendo las
moléculas responsables de la estimulacién de la respuesta inmune, tanto humoral
como celular (4).

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

Principales Citoquinas Principales Citoquinas
Proinflamatorias Antiinflamatorias
TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y IL-4, IL-13, IL-6, IL-1Ra, TGF-B, IL-10

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

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

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

El TNF-a es una citoquina descrita en 1975 por Carswell (7), y que es liberada por
multiples células (monocitos, macréfagos, linfocitos, células musculares, etc.). Posee
una potente accion proinflamatoria, que estd mediada por su interaccién con dos
tipos de receptores funcionalmente distintos: TNF-R55 y TNF-R75, también llamados
R1vy R2, respectivamente).

Muchas de las bioactividades del TNF-a son compartidas con otras citoquinas,
particularmente con la IL-1 e IL-6. Estas actuan sobre la funcidn de diversos drganos
de forma tanto directa como indirecta, estimulando determinados mediadores
secundarios. Entre estos Ultimos destaca la forma inducible de la Oxido Nitrico
Sintetasa (NOSi), que induce un incremento en la sintesis del Oxido Nitrico (NO).

A nivel de la regeneracion muscular, se sabe que el TNF-a es capaz de activar
la proliferacién y diferenciacion de las células satélite a través del aumento de
nicotionamida n-metiltransferasa (NNMT) (8). Por otra parte algunos autores han
observado que el TNF-a inhibe la formacion de los miotubos, probablemente a través
de la activacion de NF-KP y la inhibicion de actividad de IGF-1 (9). Contrariamente, en
estudios recientes de nuestro grupo todavia no publicados, se ha observado que el
bloqueo completo de ambos receptores del TNF-a (TNFR1 y TNFR2) también produce
una inhibicién del proceso de diferenciacion, lo que podria reforzar la idea de que esta
molécula es necesaria a bajas dosis para el correcto proceso de regeneracién muscular.

b) Interleuquina-1

La IL-1 es una citoquina proinflamatoria secretada principalmente por los macréfagos,
aunque puede ser secretada por multiples células, entre ellas las fibras musculares.
La IL-1 puede ejercer sus efectos sobre casi todos los tipos celulares (10) y su principal
funcion es la de activar a los linfocitos T en respuesta a diferentes antigenos. Por otra
parte, laIL-1 promueve la expresion de diferentes citoquinas y factores de crecimiento
que generaran un aumento de produccidn de neutrdfilos por parte de la médula
Osea. La IL-1 tiene 3 isoformas: IL-1a, IL-1B e IL-1RA (cada una de ellas codificada por
un gen diferente, pero situados todos ellos en el cromosoma 2). Los receptores de
IL-1 (IL-1R) forman parte de la superfamilia IL-1/Toll-Like (TLR) (11). La IL-1 se une a
dos tipos especificos de receptores de membrana: la unién con el receptor tipo |
(IL-1R1) produce un cambio conformacional del mismo, generando la transduccion
de la sefial. Es probablemente el responsable de todos los efectos bioldgicos de la
citoquina (12). En cambio, el receptor tipo Il (IL-1R2) es capaz de interaccionar con la
IL-1, aunque su sefial bioldgica no es bien conocida hasta la fecha (13).

Introduccion

c) Interleuquina-6

La IL-6 es una citoquina proinflamatoria producida por una gran variedad de tipos
celulares, principalmente los macréfagos. Al igual que la IL-1, también puede ser
secretada por las células musculares. El receptor de IL-6 (IL-6R) carece de una forma
conocida de transduccion de sefial, por lo que el complejo IL-6/1L-6R debe asociarse
a la proteina transmembrana gp130. Este receptor presenta una expresion ubicua en
el organismo, aunque altamente regulada. Aun asi, todas las células del organismo
son capaces de responder a la estimulacion de IL-6 gracias a la existencia de la forma
soluble del receptor (sIL-6R) (14), lo que potencia la actividad de esta citoquina (15).
La IL-6 se ha relacionado con diversas funciones incluyendo la respuesta inmune,
lipdlisis, produccion hepdtica de reactantes de fase aguda, mediacién de la fiebre
y proliferacion de progenitores hematopoiéticos (16). Ademas, la IL-6 induce un
aumento del metabolismo proteicoy estimula el crecimiento de las células T activadas.

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

Cabe destacar que la IL-6 puede incrementarse de forma significativa durante el
ejercicio (20-23). Inicialmente se creyd que este fendmeno era secundario al dafo
muscular inducido por la actividad, pero estudios posteriores han demostrado la
ausencia de elevacién clara de otros marcadores de inflamacién o dafio muscular
durante el ejercicio moderado-ligero (21, 24). El incremento de la IL-6 durante éste
dependeria sobretodo de su intensidad y duracién, de la masa muscular y de la
capacidad de resistencia de cada individuo (25, 26).
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1.2. El estrés oxidativo y el nitrosativo
1.2.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo deriva de un fendémeno biolégico: el flujo de electrones de una
molécula a otra dentro de un mismo sistema. Cuando se produce la presencia de
atomos con electrones desapareados y no funcionan adecuadamente los sistemas
antioxidantes, los radicales libres reaccionaran indiscriminadamente con otras
moléculas. Segun la molécula diana, esta reaccién a menudo conllevara dafio a las
estructuras celulares (membranas, ADN,...) y/o inactivacidn enzimatica.

Las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) son moléculas altamente agresivas formadas
de manera natural como subproducto del metabolismo del oxigeno. Presentan un
electrén desapareado en su ultimo orbital, lo que les confiere una alta inestabilidad y
capacidad de reaccionar con multiples moléculas (27). Una de las principales fuentes
de produccién de ERO es la cadena mitocondrial de transporte de electrones (28).
Por otra parte, las ERO tienen la capacidad de formar aldehidos tdéxicos, como por
ejemplo, el Malondialdehido (MDA) y el Hidroxinonenal (HNE), al reaccionar con los
acidos poliinsaturados de las membranas celulares. También tienen la capacidad de
modificar propiedades bioquimicas de diversas proteinas, induciendo cambios en
su susceptibilidad a la degradacidn y en la actividad de diferentes enzimas (29). La
produccion excesiva de ERO generada durante un proceso inflamatorio agudo puede
sobrepasar a la capacidad antioxidante de un tejido, generando un estado de estrés
oxidativo. Las principales ERO son el Anién Superéxido (02 ), el Peréxido de Hidrégeno
(H,0,) y los Radicales Hidroxilo (HO'). Los efectos de las ERO se regulan gracias a un
sistema de enzimas antioxidantes (Catalasa, Superdxido Dismuntasa, Glutation,...).

1.2.2. Estrés Nitrosativo

El 6xido nitrico (NO) es una molécula de pequefio tamaio sintetizada por un grupo de
hemoproteinas conocido como NO-Sintetasa (NOS). EI NO también posee un electrén
desapareado en su ultimo orbital y, por tanto, participa en numerosos procesos
bioldgicos (30). La unién del NO con el anién superdéxido da lugar a la formacién de
peroxinitrito (ONOO_), un potente agente capaz de oxidar directamente a proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, modificando su estructura y su funcién. También se une de
forma selectiva con la Tirosina, formando 3-Nitrotirosina (31-33), que es considerada
uno de los marcadores bioldgicos mas importantes de la produccion de NO y de sus
efectos deletéreos a nivel celular (34-36).

Introduccion

Como se ha comentado anteriormente, es habitual la produccion de EROS y
de NO en diferentes procesos metabdlicos. Las EROS tienen también un papel
importante en la sefializacién celular y son necesarias para la producciéon normal de
la contraccion muscular (37). EI NO, por otra parte, participa en diferentes procesos
como neurotransmisor, como regulador de la tensidn arterial, en la relajacién del
musculo liso y en la regulacidn del sistema inmunolégico.

1.3. El musculo estriado

1.3.1. Estructura

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

Ya en el siglo XIX se describieron dos tipos de fibras macroscdpicamente diferentes
y que podian encontrarse formando parte de un mismo musculo. Por un lado,
fibras rojas, delgadas y con abundantes granulos en su interior, y por otra parte,
fibras blancas, de mayor tamafio y con menor densidad de granulos. Las fibras rojas
contienen una gran cantidad de mioglobina y se hallan acompafadas de una gran
vascularizacién, lo que justifica su color.

Posteriormente las fibras se clasificaron segun su actividad contractil: las fibras de
contraccion lenta o slow-twicht, con una velocidad de contraccién de entre 50y 80 m/
seg y que se estimulan con facilidad, y las fibras de contraccién rédpida o fast-twicht,
con una velocidad de contraccién entre 70 y 110 m/seg, pero con una estimulacidn
mas dificultosa. Estudios posteriores con estimulacion repetida a bajas frecuencias
concluyeron que éstas no lograban inducir la aparicion de fatiga o lo hacian con gran
dificultad en las fibras lentas. Cuando estimulos similares se aplicaban a las fibras
rapidas se obtenian dos patrones de comportamiento: unas eran relativamente
resistentes a la fatiga y otras a desarrollaban con mayor facilidad. Mas adelante,
el desarrollo de las técnicas bioquimicas e histoquimicas permitié reconocer
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los diferentes perfiles de actividad metabdlica de las fibras musculares. Con ello
aparecio una nueva clasificacién basada fundamentalmente en la actividad Adenosin
Tri-Fosfatasa (ATP-asa). Combinando las diferentes propiedades mencionadas, se
acepta que existen:

Fibras de tipo I: Poseen escasa actividad ATP-asa a pH 4cido y tienen un metabolismo
fundamentalmente oxidativo. Poseen muchas mitocondrias pero poco glucégeno,
lo que les permite participar en ejercicios prolongados con moderado consumo
energético.

Fibras de tipo Il: Con elevada actividad ATP-asa a pH &acido y un metabolismo
predominantemente glucolitico. Se trata de fibras que contienen pocas mitocondrias
y mucho glucégeno. Por este motivo son poco resistentes a la fatiga pero de
contraccidon muy potente (ejercicios breves pero intensos).

Modificaciones realizadas posteriormente en la alcalinidad del medio de reaccién
permitieron establecer una subdivision de las fibras de tipo Il en: tipo lla, con
una reaccién débil de ATP-asa en cualquier medio 4cido (pH 4,2 y 4,6) y que son
moderadamente resistentes a la fatiga, y tipo Ilb, que experimentan una fuerte
reaccion ATP-asa en medio acido (p.e. a pH 4,6) y son facilmente fatigables.

Finalmente mediante la utilizacidon de anticuerpos especificos para reconocer los
distintos tipos de isoformas de la cadena pesada de la miosina (MyHC) se ha abierto
paso a la clasificacién inmunohistoquimica de las fibras musculares. Asi las fibras se
pueden clasificar en las que expresan predominantemente MyHC |, lla, Ilb (ausentes
en los seres humanos), lIx, MyHC embrionaria y MyHC neonatal. Las MyHC |, lla 'y
lIx son las que mayoritariamente se expresan en humanos adultos, mientras que las
formas embrionaria y perinatal suelen hacerlo en dichos periodos tempranos del
desarrollo, o ante la presencia de estrés o lesion muscular en sujetos adultos (38-
40). Las fibras que coexpresan mas de una isoforma de cadena pesada de miosina se
denominan fibras hibridas y en ocasiones estas fibras son clasificadas atendiendo a
la miosina predominante. Combinando los diferentes conocimientos estructurales,
metabdlicos y funcionales, hoy en dia se considera que existen tres tipos basicos
de fibras: de tipo |, de tipo lla y de tipo Ilb (aunque estas ultimas en seres humanos
deberian denominarse en realidad IIx).

Introduccion

1.3.2. Funcion muscular

Cuando el potencial de accidn llega a la unidn neuromuscular se libera acetilcolina.
Esto ocasiona un cambio de potencial en la membrana de la fibra muscular, que
libera el calcio de las cisternas terminales, provocando a su vez el deslizamiento
de las moléculas de miosina sobre las de actina y generando un acortamiento de
las sarcémeras y contraccion muscular. Se trata, pues, de un proceso activo que
requiere de consumo de energia. Esta es proporcionada por el Adenosin Tri-fosfato
(ATP), que se obtiene principalmente del metabolismo oxidativo o aerdbico, mas
eficiente que el anaerdbico y que por lo tanto permitird contracciones mas duraderas
y repetibles.

Se denomina Fuerza a la expresién mecanica de la maxima capacidad contractil
de un musculo. La fuerza se evallia mediante maniobras que implican un esfuerzo
maximo, generalmente de corta duracidn. El principal determinante de la fuerza es
la masa muscular aunque también influyen las caracteristicas intrinsecas del propio
musculo (tipo de fibras, densidad de éstas, etc). La intensidad de la contraccién del
musculo depende ademas del nimero de unidades motoras reclutadas, de la tasa
de activacién de las mismas y de la relacidn que existe entre la longitud y tension
de la fibra. Por lo tanto, existe una longitud determinada en la que la respuesta
contractil es 6ptima (L ).

La fuerza de los musculos respiratorios se evalia mediante la determinacion de la
presidén que generan con su contraccidn maxima. Existen varias maniobras que se
utilizan para medir la fuerza de estos musculos, siendo las de determinacion estatica
de las presiones en boca las mas utilizadas: Presién Inspiratoria Maxima (PIM) y
Presién Espiratoria Maxima (PEM). Por otra parte, la fuerza de las extremidades
también se puede evaluar, generalmente a través de la contraccién isométrica del
cuddriceps o lavaloracién de de lafuerza prensil de la mano mediante dinamémetros.

La Resistencia es la capacidad de mantener un esfuerzo submaximo en el tiempo. Se
relaciona directamente con la capacidad oxidativa del musculo y dependerd sobre
todo del porcentaje de fibras de tipo | (y también, en menos medida de fibras de
tipo Ila), del numero de capilares y de la actividad enzimatica en las vias aerdbicas.
La resistencia se evalia mediante la repeticiéon de esfuerzos contréctiles. Estos se
pueden aplicar de forma incremental o carga constante. Para la valoracién de la
resistencia de los musculos respiratorios se hace respirar al sujeto contra cargas
respiratorias (resistivas o mejor, de tipo umbral), determinandose la carga maxima
y/o el tiempo que es capaz de mantenerlas. Pueden obtenerse asi la Presion Maxima
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Tolerada (PMT) (cargas incrementales) o el Tiempo Limite (T ) (carga constante
submaxima). La valoracion de la resistencia de los musculos periféricos se realiza
mediante un sistema similar, aplicando cargas submadaximas y determinando el
tiempo de aguante (41). La funcién muscular periférica también puede aproximarse
de forma indirecta con la prueba de marcha de 6 minutos, donde se evaltian los
metros recorridos y sintomas experimentados durante 6 minutos, o mediante una
prueba de esfuerzo cardiopulmonar en cicloergémetro o treadmill.

1.3.3. Disfuncion muscular

La disfuncidn muscular es un concepto que engloba aquellas situaciones en las
que la funcidn contractil esta comprometida, ya sea por afectacion directa de los
musculos o secundariamente a otra enfermedad (39, 42). Cuando existe disfuncion
de los musculos respiratorios, ésta se podra presentar con insuficiencia respiratoria
hipercdpnica o mixta. Por otra parte, la disfuncién de los musculos periféricos (con
el cuadriceps como maximo exponente) se presentara con limitacién funcional a la
deambulacion y otras actividades de la vida diaria. Ambas situaciones presentan
graves implicaciones para los pacientes en términos de calidad de vida, capacidad
de ejercicio e incluso morbi-mortalidad (43-45).

Se conoce como fatiga muscular la incapacidad temporal de mantener un
determinado esfuerzo, siendo reversible con el reposo. La debilidad muscular por
el contrario, es la incapacidad relativamente permanente de mantener un nivel
determinado de actividad. Ambos conceptos no son independientes, asi un musculo
débil generalmente sera mas facilmente fatigable (46). En el caso de los musculos
respiratorios, ambas situaciones (fatiga y debilidad) pueden comportar fracaso
ventilatorio con hipercapnia e hipoxemia. Como se ha mencionado, en el caso de los
musculos periféricos generara limitacién al esfuerzo y la movilidad se vera reducida.

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

La atrofia muscular deberia hacer referencia estrictamente a la disminucién
del tamafio de las fibras o de la masa general muscular. Generalmente la atrofia
conllevara disfuncion muscular con debilidad y fatigabilidad precoz, aunque no
siempre. Existen una serie de fendmenos moleculares que conllevaran o potenciaran
la disfuncion del musculo al generar atrofia del mismo.

Introduccion

El dafio muscular es una lesion estructural de la sarcdmera, sarcolema u otras
estructuras, que también conllevard disfuncidn. El clasico ejemplo de dafio muscular
es aquél que se produce tras un ejercicio intenso. Este produce una alteracion
ultraestructural con disrupcién de lamembrana basal y de las estructuras contractiles
de las fibras. Si la lesidon es importante se genera una degeneracién citoplasmatica
y se inicia un proceso de fagocitosis con infiltracion de macréfagos y leucocitos
polimorfonucleares. En este proceso se liberan gran cantidad de enzimas, algunas de
ellas con efectos liticos sobre proteinas del citoesqueleto (Fosfolipasas, Proteasas,
Endonucleasas, Calpaina,...) (47, 48). Al dafo puede seguirle fisiolégicamente la
reparacion o regeneracidon muscular.

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

1.3.4. Fisiopatologia de la disfuncién muscular

La disfunciéon muscular hace referencia a una situaciéon clinica con compromiso de
la actividad contractil y sus derivadas, fuerza, resistencia y fatigabilidad. Existen
multiples factores y mecanismos bioldgicos que contribuyen a la aparicién de
disfuncion muscular. Entre ellos destacan el decondicionamiento (que actua
sobretodo en los musculos periféricos) o el aumento/disminuciéon de actividad
en condiciones adversas (efecto predominante en los musculos respiratorios), la
malnutricion, la edad, el sedentarismo, diversas enfermedades (entre ellas la EPOC),
procesos sistémicos inflamatorios, tratamientos concomitantes y aspectos genéticos
(51). Ademas, cabe destacar que en muchas ocasiones pueden coexistir diferentes
factores y mecanismos de disfuncién, lo que agrava el proceso. En general, los
factores y los mecanismos moleculares que contribuyen a la disfuncién muscular
podrian dividirse en 2 grandes grupos: mecanicos y metabdlicos-estructurales (46).
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1.3.4.1. Factores y mecanismos moleculares mecanicos

Las enfermedades que cursan con obstruccién al flujo aéreo y que conllevan un
incremento en los volumenes pulmonares (hiperinsuflacidn), asi como aquellas
entidades que se caracterizan por una alteracidn morfoldgica de la caja toracica,
pueden modificar la longitud del diafragma, alejandolo de la L  dptima, y en
consecuencia alterar su funcién. Este incremento en el trabajo ventilatorio puede
generar un desequilibrio entre la oferta y la demanda metabdlica al musculo, lo que
también contribuye a su disfuncién. Es infrecuente que en gente sana se produzca
este mecanismo de disfuncion muscular, reservandose en general a los grupos
de pacientes antes referidos. Este apartado se amplia en la seccion dedicada a la
disfuncién muscular en la EPOC.

El decondicionamiento: La falta de ejercicio muscular conlleva atrofia de este
tejido, con la consecuente disfuncidn. En general este fendmeno se objetiva
en sujetos con baja actividad fisica, lo que generalmente se manifiesta en la
musculatura de las extremidades inferiores. Sin embargo, no es raro encontrar
también decondicionamiento en la musculatura respiratoria, sobretodo en aquellos
pacientes sometidos a ventilacion mecdanica durante largos periodos de tiempo,
fundamentalmente en sus modalidades controladas y con sedacion, en las que
posteriormente se necesitara un proceso de adaptacidn progresiva a la respiracion
espontanea.

1.3.4.2. Factores y mecanismos metabdlicos-estructurales

La Inflamacién y el Estrés Oxidativo. Los mecanismos mediante los cuales los
procesos inflamatorios y la presencia de estrés oxidativo conllevan alteracion de la
funcién muscular son multiples. Es conocido que el incremento de determinados
mediadores inflamatorios puede alterar directamente la capacidad contractil del
musculo e inducir incremento en la degradacién de sus proteinas (5, 39). Los niveles
de TNF-a se han relacionado tanto con la atrofia y pérdida de masa muscular, como
con la inducciéon de estrés oxidativo y la disminucidn de fuerza contractil (37, 52,
53). Por otra parte, la alteracidn del equilibrio redox, genera estrés oxidativo, el cual
produce generalmente efectos nocivos sobre la estructura (activacién de sistemas
proteoliticos con degradacidn proteica, dafio muscular, modificacion del ADN...) y
alteracion directa de la funciéon muscular (54-59).

Introduccion

La Hipoxia y la Hipercapnia por si mismas pueden ser mecanismos de disfuncién
muscular (60). En este sentido en condiciones normales existen multiples moléculas
que participan en la transformacién de la energia en contraccion muscular, entre
ellos destacan el ATP, el Adenosin Difosfato (ADP), los hidrogeniones (H*), los iones
magnesio (Mg*), el fosfato inorganico (Pi) y la fosfocreatina (PCr). En términos
globales la musculatura esquelética se fatiga al existir una alteracién en el equilibrio
metabdlico habitual. Es decir, por a la acumulacion de productos de degradacién (H*
o Pi) o la disminucidn en la cantidad de los componentes que producen energia (ATP,
ADP o PCr). Cuando se genera la degradacidn de la PCr, se forma simultdneamente
Pi y se eleva el lactato, produciendo un incremento en la concentracién de los H*y
por consecuencia una reduccion del pH intracelular. La concentracion elevada tanto
de H* como de Pi, produce una reduccion en la sensibilidad miofibrilar del Ca* y
una alteracidn secundaria del proceso de contraccion muscular. Adicionalmente a la
hipoxemia, la acumulacién de acido lactico y la acidosis secundaria a la hipercapnia
producen una alteracion en la glucdlisis y el ciclo de Krebs, reduciendo la produccién
de la ATP. Todos estos procesos producen una alteracion de la contraccion de la
fibra muscular y disfuncién muscular. Por otra parte, durante la hipoxemia se
produce un descenso de la saturacion de oxigeno (Sa0,) y de su contenido arterial
(Ca0,). En ocasiones, podria producirse también un descenso del flujo sanguineo
de las extremidades, debido principalmente al aumento del flujo sanguineo en los
musculos respiratorios necesario para mantener una correcta bomba ventilatoria
en condiciones adversas. En determinadas circunstancias, si el evento clinico que
propicio la situacion de hipoxia no se resuelve, la demanda de O, para mantener
las necesidades ventilatorias sobrepasa a la disminuida oferta, lo que facilitara el
fracaso ventilatorio.

La desnutricidn, expresada como la reduccién del peso o de la masa corporal, puede
generar falta de aminodcidos esenciales para la correcta formacién de proteinas
y reparacion del musculo. Habrd entonces una reduccién de la masa muscular y
cambios en la composicidn fibrilar (61).

Enfermedades Neuromusculares. Pueden tener mecanismos fisiopatoldgicos
muy dispares con diferentes niveles de gravedad. La disfuncion muscular es la
consecuencia directa de la enfermedad y puede aparecer en situacion inicial o
avanzada. En general, la disfuncidn muscular respiratoria es el principal factor
prondstico en la mayoria de las enfermedades neuromusculares.
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Farmacos. Uno de los principales farmacos que ha demostrado su implicacion en la
disfuncidn muscular son los esteroides, enterales o parenterales. Se ha observado
gue son capaces de desencadenar una miopatia tanto aguda cdmo crdnica (46) e
incluso condicionar la supervivencia de los pacientes (62).

1.3.5. La Reparaciéon-Regeneracion muscular

La reparacion del musculo es un proceso constante que ocurre en situaciones de
normal actividad muscular. Sin embargo, este proceso regenerativo puede verse
incrementado cuando se produce dafio muscular. El dafio muscular, como se ha
mencionado ya, es una alteracién estructural que segin su magnitud condicionara
una disfuncion del musculo. La reparaciéon, pues, hace referencia a los procesos
celulares necesarios para subsanar el dafio muscular o la atrofia, e intenta preservar
las caracteristicas metabdlicas y funcionales del musculo.

La reparacion del musculo estriado se lleva a cabo gracias a las células satélites,
gue poseen capacidad de regeneracion. Se describieron en 1961 por Mauro (63),
estdn localizadas entre la membrana basal de la fibra muscular y el sarcolema,
y generalmente se encuentran en estado quiescente (inactivo). Se activan en
respuesta a diversos estimulos (lesidn, ejercicio, denervacion,...)(38, 64-66), y una
vez activadas migran y se fusionan con las miofibras para reparar en dafio existente,
renovar los nucleos apoptéticos o incluso generar nuevas fibras (Fig. 3). Esta
ordenada progresidn de eventos implica la accion de proteinas especificas, también
expresadas de forma secuencial (40) (Fig. 4).

Introduccion

Célula Satélite
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Fig. 3. Proceso de regeneracidon muscular. Activacion, proliferacién, diferenciacion y fusion
de las Células Satélite durante el proceso.
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Fig. 4. Proceso de regeneracidon del musculo esquelético. Se muestra la activacidn secuencial
de los principales genes implicados.

No debe confundirse Regeneracion con Remodelacién, pues esta Ultima es un
proceso de cambio (con dafio previo o no) del fenotipo muscular en respuesta a
diversos estimulos. Durante este proceso es posible que se produzcan cambios en
la expresién de las isoformas de cadenas pesadas de Miosina (MyHC) y en otros
componentes musculares, como la densidad capilar, el nimero de mitocondrias o
la longitud de las sarcdmeras, y por lo tanto, en las caracteristicas metabdlicas y
funcionales del musculo.

Introduccion

1.4. Modelo clinico de inflamacion crdonica de baja intensidad: La EPOC

La EPOC es una enfermedad caracterizada por la obstruccion poco reversible al flujo
aéreo, consecuencia de cambios estructurales en el parénquima pulmonar y en la
via aérea, como consecuencia principalmente del habito tabaquico (67) aunque
también se han descrito otros factores etiolégicos (68).

Enlos ultimosafios se ha puesto énfasisenlaimportanciadelosaspectosinflamatorios
y las manifestaciones sistémicas asociadas a la EPOC (69, 70), principalmente
porque pueden condicionar el prondstico de los pacientes. Entre las principales
manifestaciones sistémicas destacan las alteraciones a nivel cardiovascular, del
sistema nervioso central y periférico, alteraciones del metabolismo dseo, la anemia,
deficiencias nutricionales y caquexia y la disfuncién muscular (71), de la que se
hablara posteriormente. Por todo ello, hoy en dia se considera que la EPOC es una
enfermedad de cardcter multidimensional.

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

Podriamos considerar que la EPOC se asocia a una forma constante y atenuada de
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) (3, 72). Asi, se ha demostrado
por diversos autores el aumento en los niveles de citoquinas y células inflamatorias
en un porcentaje importante de pacientes con EPOC (73-77). Por otra parte, y como
ya se ha comentado previamente, los niveles de TNF-a se han relacionado tanto con
la atrofia y pérdida de masa muscular, como con la induccién de estrés oxidativo y
la disminucién de fuerza contractil (37, 52, 53). Sin embargo, cabe recordar también
gue esta citoquina puede participar asimismo en la reparacién muscular tras el
dafio. En este sentido estudios recientes realizados por nuestro grupo mediante un
modelo animal de cargas ventilatorias, han demostrado que la inhibicion de TNF-a
magnifica la lesion provocada en el diafragma por el sobreesfuerzo mecanico (78).
Esto sugiere que el papel del TNF-a en el musculo es mds complejo de lo que se
habia pensado inicialmente.

Por otra parte, la propia inflamacién, el tabaquismo, el sedentarismo, la hipoxia y
otras situaciones que presentan los pacientes con EPOC, alteran el equilibrio redox
(79), generando estrés oxidativo. Este produce efectos nocivos sobre la estructura
(activacidn de sistemas proteoliticos con degradacion proteica, dafio muscular,...) y
funcién musculares (54). A su vez, el estrés oxidativo puede actuar reciprocamente
como sefal para la expresién de moléculas proinflamatorias. En el caso del musculo
esquelético, el Estrés Oxidativo conllevara una disminucion de la fuerza (57), sea en
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las extremidades (53, 80), o en el diafragma (52), aunque parece ser que los musculos
periféricos podrian estar mas afectados. Por otra parte se han relacionado los niveles
de estrés con el grado de carga mecdnica que soportan estos pacientes (81).

Entre los sistemas antioxidantes capaces de compensar los niveles elevados de ERO
destacan el de la Super Oxido Dismutasa (SOD) y el de la Catalasa. El desequilibrio
entre los sistemas oxidante y antioxidante es el que determinara finalmente el
estado de oxidacion-reduccién de un tejido (82). La nitrificacion de aminodcidos en
concreto conlleva entre otros efectos, la pérdida de algunas proteinas estructurales
y la inactivacién y pérdida de funciéon de algunos enzimas necesarios para la
contraccion muscular.

Cabe destacar que los pacientes con EPOC a menudo presentan empeoramiento
agudo de los sintomas generalmente secundario a procesos infecciosos pulmonares
(exacerbaciones). En estas situaciones se observa un incremento en la carga
inflamatoria pulmonar y sistémica asi como un incremento de la carga mecanica y
metabdlica (83) con un empeoramiento de la afectacién musculatura esquelética.
Algunos autores también han descrito una reduccién de la masa muscular y de la
fuerza durante el transcurso de una exacerbacion (84).

1.4.2. Disfuncion muscular en la EPOC

La disfuncion muscular es una manifestacion extrapulmonar frecuente en la
EPOC (85). Como ya hemos mencionado anteriormente existen multiples factores
y mecanismos biolégicos que contribuyen a la disfuncion muscular en estos
pacientes. En términos generales, la obstruccidn de la via aérea y la alteracion de
la caja tordcica afectaran principalmente a los musculos respiratorios, aunque la
limitacion funcional generada por los mismos puede terminar repercutiendo en
los periféricos. En la misma direccion, el sedentarismo afectard principalmente a
los musculos de las extremidades (sobre todo inferiores). El humo del tabaco, la
hipoxia, la hipercapnia, la acidosis, la malnutricion, la edad, las comorbilidades, los
tratamientos concomitantes, etc., afectaran a todos los grupos musculares aunque
cabe destacar que se ha observado que, a pesar de que ambos grupos musculares
(respiratorios y periféricos) son de estructura estriada y estan sometidos a los
mismos factores sistémicos, las caracteristicas de su disfuncién tienen elementos
particulares (39, 86).

Introduccion

1.4.2.1. Disfuncion en los musculos respiratorios en la EPOC

La funciéon del diafragma, musculos intercostales externos y paraesternales puede
estar alterada en los pacientes con EPOC, expresandose como reduccién tanto
de su fuerza contractil como de su resistencia (87). Por una parte ésto es debido
a los cambios en la configuracién del sistema respiratorio por la hiperinsuflacién
pulmonar, lo que conlleva el aplanamiento del diafragma y un acortamiento de la
longitud de las fibras musculares, generando una situacion contractil desfavorable
(87). Adicionalmente los musculos respiratorios deberan sobreponerse alincremento
de la resistencia al flujo de aire secundaria a la obstruccion, lo cual dificulta aiin mas
el trabajo de los mismos.

Por otra parte, esta disfuncién de los musculos respiratorios puede ser resultado del
dafo muscular ocasionado por el incremento del trabajo ventilatorio y la presencia
de estrés oxidativo y nitrosativo (88). Inicialmente se creia que podia existir atrofia
muscular en el diafragma de estos pacientes, pero los estudios mas recientes no han
hallado cambios significativos en el tamafo de las fibras musculares del diafragma
(89). La hipoxia, la hipercapnia, el estado nutricional y el uso de medicamentos con
conocida accidn sobre la funcidon muscular (corticoides) también han sido implicados
en la disfuncion muscular respiratoria (73, 90-95).

Sinembargo, cabe destacar que también coexisten cambios que podriamos considerar
como adaptativos en los musculos respiratorios de estos pacientes. Estos cambios
permiten mantener relativamente la funcién contractil. Por una parte en el diafragma
existen cambios en la estructura y tamafio de las sarcémeras para adaptarse a
una mejor contraccidn (96), asi como un aumento de la capacidad aerdbica del
musculo, al incrementarse el nimero de mitocondrias (97) y capilares (96). Por otra
parte también se ha observado que las fibras musculares del diafragma de estos
pacientes expresan mayor contenido de miosina de tipo | (96) lo que favoreceria la
capacidad de resistencia muscular. Contrariamente a lo que ocurre en el diafragma,
en los musculos intercostales externos de los pacientes con EPOC podria existir un
incremento de la expresién de miosina de tipo Il (98). Esto probablemente es debido
al reclutamiento intermitente y de alta intensidad de estos musculos. Sin embargo,
no todos los autores han reportado este ultimo cambio. En este sentido, Levine et al
observaron un incremento en la proporcion de fibras de tipo | y un incremento de
la expresion de MyCH | en los musculos intercostales-paraesternales en un pequefio
grupo de pacientes con EPOC (99).
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Cuando los pacientes con EPOC presentan una agudizacidn, la situacidon generalmente
empeora. La inflamacién de la via aérea, la hiperreactividad bronquial y la
hipersecrecién de moco aumentan el grado de obstruccion bronquial e incrementan
las necesidades de trabajo ventilatorio. El incremento en la frecuencia respiratoria
(FR) provocara ademdas un aumento de la relacién inspiracidn/espiracion, con un
descensodeltiempoespiratorioy un progresivo atrapamiento aéreo (hiperinsuflacién
dindmica). El diafragma mds aplanado y acortado, se hallara en una situacion mas
desfavorable para una correcta contraccién del mismo. Por otra parte, la mayor
alteracion pulmonar del intercambio de gases puede condicionar un menor aporte
de oxigeno al musculo, lo que en presencia de unas altas necesidades mecanicas
derivara a un mayor desequilibrio entre la demanda y la oferta metabdlicas.

1.4.2.2. Disfuncidn en los musculos periféricos en la EPOC

A finales del siglo pasado se observd que un numero significativo de pacientes
con EPOC presentaban una menor tolerancia al ejercicio por debilidad de las
extremidades inferiores, coexistiendo con la limitacion ventilatoria (100, 101). Al
igual que ocurre en la musculatura respiratoria, los pacientes con EPOC tienen una
pérdida de fuerza y resistencia en los musculos de las extremidades (41, 102, 103),
asi como una menor eficiencia en la contraccion (104, 105). Tradicionalmente se
considera que ésto es un determinante de limitacidon funcional ante el esfuerzo en
muchos de estos pacientes. Asi, se sabe que los pacientes con EPOC presentan una
disminucién de la fuerza de las extremidades (102, 106), y ésta esta relacionada
con la distancia recorrida en la prueba de marcha de 6 minutos, y la capacidad
maxima de consumo de oxigeno (102). Por otra parte, también se ha observado una
debilidad de la fuerza de prensidn manual en estos pacientes (107), aunque parece
ser que la disfuncion de las extremidades superiores es relativamente menor que la
de las inferiores (102, 104).

El cuadriceps de los pacientes con EPOC presenta una menor masa muscular (108,
109) y un menor numero de capilares (110) que los sujetos sanos. Desde un punto
de vista molecular estos pacientes también muestran una menor concentracién de
mioglobina (111) y una atrofia de las fibras de tipo | y tipo Il (111, 112). Ademas se
observa un viraje de fibras de tipo | a fibras con isoformas de miosina tipo lix (113).
A pesar de todo, se ha demostrado que existe un aporte correcto de oxigeno al
musculo cuddriceps (114, 115) aunque precisa de mayores cantidades de este gas
gue los sujetos sanos para una misma carga, ésto indicaria una probable alteracién
en la eficacia de utilizacion del oxigeno intracelular (bioenergética)(115).
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Uno delos principales factores de disfuncion de los musculos de las extremidades es la
reduccién de su actividad. Generalmente ésta es secundaria a la limitacion funcional
respiratoria, pero existe también una tendencia al sedentarismo general en los paises
desarrollados (116). Como ya se ha comentado anteriormente, el decondicionamiento
conlleva la atrofia de las fibras musculares y la consecuente disfuncién (117). Se
han observado similitudes estructurales en el musculo de sujetos con situaciones
que implican inmovilizacion y los de enfermos con EPOC, lo que apoyaria que el
decondicionamiento juega un papel importante en la disfuncién muscular en estos
pacientes (118). Por otra parte el entrenamiento es capaz de revertir muchas de las
alteraciones musculares periféricas de los enfermos con EPOC (119).

La pérdida de peso y masa muscular, asi como su grado extremo (caquexia), es otra
de las causas de disfuncidon muscular, y ésta en ocasiones se observa en subgrupos de
pacientes con EPOC. Se ha visto que tanto la caquexia como la disfuncion muscular
son factores independientes de mortalidad (120-124). La prevalencia de alteraciones
nutricionales varia segun la definicién de este trastorno, el estadio de la enfermedad
y el area geografica en que se ha llevado a cabo el estudio (125-127). Al parecer su
presencia es mas prevalente en el norte de Europa y América que en paises del area
mediterranea (126). Por otra parte, los mecanismos moleculares que conducen a la
caquexia en estos pacientes son multiples, pero en general se considera que existe
un desequilibrio entre los procesos catabdlicos y anabdlicos, con el resultado de una
pérdida del contenido de proteinas en el musculo (95).

1.4.3. Reparacidon-regeneracion muscular en la EPOC

Las causas y mecanismos biolégicos que conducen a la pérdida de masa muscular
y atrofia en estos enfermos son multiples, pero se acepta que estan condicionados
por un desequilibrio entre los procesos anabdlicos y catabdlicos del musculo, con
resultado de pérdida de proteinas (95). Por otra parte, también se ha observado un
incremento en el nivel de lesidn y el nimero de nucleos apoptoéticos en el musculo
cuadriceps de pacientes con EPOC, con y sin pérdida de peso (128, 129). El proceso
de regeneracién muscular tiene un importante papel como mecanismo regulador de
la masa muscular (130), previniendo o mitigando la atrofia y reparando la lesion del
musculo. En el momento actual parece confirmado que el nimero global de células
satélite esta conservado en los musculos de las extremidades de los pacientes con
EPOC, pero su funcionalidad regenerativa podria hallarse disminuida (131, 132). Sin
embargo, se desconocen muchos de los detalles de dicha deficiencia, y si ésta es
consecuencia de cambios intrinsecos y permanentes en las células satélite, o depende
fundamentalmente del entorno tisular en que éstas se hallan. Estudios recientes con
cultivos celulares muestran resultados controvertidos al respecto (131-133).
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Existen diferentes estimulos que pueden iniciar el proceso de reparacién muscular
(con recuperacién ad integrum o bien, con remodelado del tejido). El mas habitual
es el dafio sarcolémico y/o el dafio sarcomérico (134, 135). Se podria especular que
los musculos respiratorios, al estar en una serie continua de ciclos contraccién-
relajacidn, se hallan en un proceso constante de dafio-reparacion (136, 137) no siendo
esta la situacion en el musculo cuddriceps. En el diafragma de pacientes con EPOC
la reparacion vendria seguida de un nuevo fenotipo mas adaptado, caracterizado
por un incremento en el nimero de mitocondrias, de los vasos sanguineos y de
las fibras de tipo | y lla. En los musculos de las extremidades de los pacientes con
EPOC en cambio se ha observado una disminucion en tamario de las fibras y una
reduccion del porcentaje de las del tipo |, de la densidad capilar, la concentracion de
mioglobina y de varios enzimas de la via glucolitica (111, 112, 138, 139).

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

Desde hace pocos afios estd cobrando especialimportancialavaloracion del deterioro
de la calidad de vida relacionado con la salud (CdVRS o HRQol) en estos pacientes.
Generalmente este deterioro es debido a los sintomas tanto respiratorios como
psicolégicos y sistémicos, la disminuciéon de la capacidad fisica y el uso de medicacion
(45). Se podria considerar que la CdVRS es un biomarcador de la enfermedad, puesto
que refleja el impacto de ésta sobre las vidas de los pacientes. Por otra parte hay que
destacar que la CdVRS se ha relacionado con el FEV_ (140-142) y el indice BODE (Body
mass index, Obstruction, Dyspnea y Exercise) (143). Actualmente la gran mayoria de
ensayos clinicos y estudios en pacientes con EPOC incluyen cuestionarios de calidad
de vida, pues ésta se considera un outcome clinico mayor.

Paralavaloracion dela CdVRS en los pacientes con EPOC se han elaborado multitud de
cuestionarios, los cuales incluyen generalmente dominios relativos a los sintomas, el
nivel funcional, el estado de dnimo y los factores sociales (141, 144). Existen dos tipos
de cuestionarios para evaluar la CdVRS: genéricos y especificos. Los cuestionarios
genéricos se emplean en pacientes con diferentes tipos de patologias e incluyen
un amplio rango de dimensiones. Generalmente permiten hacer comparaciones
de pacientes con distintas enfermedades pero son menos sensibles para detectar
cambios. Por otra parte los cuestionarios especificos estan disefiados para evaluar
una enfermedad concreta, incluyen las dimensiones relevantes de cada patologia y
generalmente son mas sensibles en la deteccidon de los efectos de las intervenciones
terapéuticas. Entre los cuestionarios mas utilizados destacan:
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a) SF36

Es un cuestionario genérico autoadministrado de 10 minutos de duracién. Consta
de 36 items que proporcionan informacion sobre las dimensiones de funcidn fisica,
funcién social, limitaciones del rol, problemas fisicos, problemas emocionales,
bienestar o salud mental, vitalidad, dolor, evaluaciéon y percepcién de la salud
general (145). Esta escala tiene un recorrido de 0 (peor estado de salud) hasta 100
(el mejor) en cada dimensién. Se calculan dos puntuaciones generales: La actividad
fisica y la salud mental.

b) Saint George Respiratory Questionnaire (SGRQ)

Es un cuestionario adaptado al idioma espafol (146) que es especifico y disefiado
para valorar y cuantificar el impacto de la EPOC y el asma en el estado de salud y
el bienestar. Al tratarse de un cuestionario especifico, es capaz de detectar mejor
los cambios en el impacto de la enfermedad. Consta de 50 items divididos en 3
escalas: sintomas, actividad e impacto de ésta. Preferentemente es un cuestionario
autoadministrado, aunque se acepta la realizacién mediante entrevista personal.
Cadadimensidntiene unrecorrido de O (sin alteracidn) hasta 100 (maxima alteracion).

1.4.5. Mortalidad en la EPOC

En 1977 Fletcher et al. describieron la historia natural de la EPOC incluida su relacién
con el habito tabaquico y el descenso progresivo del FEV, (147). Desde entonces
se han relacionado multiples biomarcadores con la mortalidad de los pacientes
con EPOC, siendo el FEV, uno de los mas ampliamente estudiados (148-154). En
2009 Kohansal et al recrearon las curvas del declive funcional de Fletcher en la
cohorte de Framingham (con un seguimiento mas prolongado, incluyendo mujeres
en el andlisis y con disponibilidad de datos de la espirometria estandarizada). Los
autores concluyeron que los pacientes fumadores presentaron un mayor declive
temporal del FEV,, y que el cese temprano a la exposicion tabaquica producia un
efecto beneficioso sobre la funcion pulmonar. Asi, desde hace décadas el FEV, se
ha convertido en el principal biomarcador para medir la evolucién y la respuesta
al tratamiento en los pacientes con EPOC, siendo uno de los outcomes clinico-
fisiolédgico mds importantes en estos pacientes.

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

Recientemente se han agrupado varios de éstos pardmetros para crear diversos
indices clinicos, con la intencidn de incrementar la potencia de prediccién de los
mismos. En este sentido cabe destacar el indice BODE, con una mayor fuerza de
correlacién con la mortalidad que las variables aisladas (141, 143, 144).

1.4.6. Rehabilitacion en la EPOC

Estd ampliamente demostrado que el entrenamiento general de la fuerza y
resistencia de las extremidades inferiores se asocia a una mejoria de la capacidad
de ejercicio y calidad de vida en estos pacientes (43, 44). También se ha demostrado
una mejoria en su masa magra, al producirse un incremento en la sintesis de
proteinas, disminuir su degradacion y reducirse la inflamacion (167, 168). A pesar de
los beneficios clinicos obvios, existen resultados controvertidos respecto al impacto
sobre los niveles de inflamacion y del equilibrio redox de los distintos programas de
rehabilitacién y entrenamiento en estos pacientes (115, 169).

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

Introduccion

1.5. Modelo clinico de inflamacion aguda de elevada intensidad: La Sepsis

La sepsis se caracteriza por la respuesta sistémica del organismo ante una infeccién
establecida, en forma de fiebre, taquicardia, taquipnea y leucocitosis. Se define
como sepsis grave aquella en que se produce ademas la disfuncién de un érgano,
hipoperfusion periférica manifiesta y/o hipotension arterial. Si existe ademas un
fracaso multiorganico se denominara shock séptico (175). La sepsis es una de las
principales causas de mortalidad en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) no
coronarios (176), y en Espafia se estima su incidencia en 367 casos por cada 100.000
adultos/afio, con una mortalidad aproximada del 13% (177).

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

Durante la sepsis se produce la migracion de los leucocitos hacia los lugares donde la
inflamacidn esté presente. Esta migracion esta mediada por factores quimiotacticos,
productos bacterianos y componentes del complemento (178). El TNF-a se ha
relacionado con el shock endotdxico (179) y se cree que es el principal mediador en la
sepsis, desempefiando un papel central en el inicio de la respuesta inflamatoria (180).
En este mismo sentido se ha demostrado que la introduccién de TNF-a recombinante
en un animal de experimentacién induce también alteraciones fisiopatoldgicas
caracteristicas de la sepsis. En algunos tipos de sepsis (meningococcemia) los niveles
circulantes de TNF-a son altos y se correlacionan con la mortalidad (181). También la IL-
1B se ha demostrado que tiene una implicacidn relevante como mediador en el shock
séptico (182). Por otra parte, algunos estudios han demostrado que la IL-6 es el mejor
predictor de mortalidad relacionada con la sepsis (183). Reinhart et al observaron que
los pacientes sépticos con IL-6 elevada (>1000 pg/ml) tuvieron una mayor mortalidad
(56 %, frente al 40% de aquellos por debajo de ese nivel) (184). Debe precisarse ademas
gue unos niveles persistentemente elevados de IL-6 en plasma (y no valores maximos
de tipo episddico) son predictores negativos en los pacientes con shock séptico.

Por otro lado, es sabido que el aumento en la sintesis de moléculas inflamatorias
puede conducir a unincremento en la produccién de EROs y ERNs. Cuando el primero
de estos incrementos no es neutralizado por los sistemas antioxidantes celulares
aparece estrés oxidativo. Ademas, la sintesis excesiva de NO da lugar a la formacién
de ERNs como el ONOO", mediante su union al O,". El ONOO, a su vez, puede unirse
a residuos proteicos como la tirosina, dando lugar al fenémeno de nitracién de
proteinas. En este sentido, se ha demostrado previamente (55, 56, 185, 186) que el
aumento de proteinas oxidadas y nitradas en los musculos respiratorios de animales
sépticos contribuia de forma preponderante a su disfuncién ventilatoria. Uno de
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los escasos estudios en pacientes sépticos se puso de manifiesto un aumento de la
formacion de ERNs en el recto del abdomen (187). Sin embargo, todavia no se dispone
de informacién acerca de los potenciales fendémenos oxidativos e inflamatorios en
los musculos respiratorios de estos enfermos.

1.5.2. La disfuncion muscular en la Sepsis

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

En el torrente sanguineo, el oxigeno es transportado de dos maneras: disuelto y en
combinacién con la hemoglobina. A nivel periférico el aporte de 02 al tejido (Oxygen
Delivery, OD) viene determinado por el gasto cardiaco (QT) y por el contenido arterial
de oxigeno (Ca02), atendiendo a la siguiente formula:

OD=QT xCa02

El QT nos vendra determinado a su vez por la frecuencia cardiaca (FC) y los mililitros
de sangre expulsada en cada latido (Stroke Volume o SV). Por su parte el CaO2 nos
vendra determinado por la cifra de hemoglobina (Hb), su saturacién con oxigeno
(Sa02) y el contenido de este gas disuelto en sangre. Todo ello queda expresado en
la siguiente formula:

Ca02 = (1,34 x Sa02 x Hb) + (0,003 x Pa0?)

Finalmente, el cociente de aporte de oxigeno a los tejidos (COD) serd la relacion
entre el aporte de oxigeno (OD) y su consumo (VO2), indicdndonos el grado de
equilibrio metabdlico del tejido.

COD=0D/ V02
El fracaso respiratorio en la sepsis se ha atribuido tradicionalmente al cortocircuito

pulmonar (shunt) secundario a la ocupacidon alveolar caracteristica del distrés
respiratorio (SRDA o Sindrome del Distrés Respiratorio Agudo). A esto se sumaria el
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estado del sistema cardiovascular que condiciona una bajo aporte de oxigeno a la
periferia. Sin embargo, existen datos que demuestran que en la sepsis se produce
también un fracaso en la bomba ventilatoria (189), asi como la disfuncion de los
musculos periféricos (de las extremidades) (190), sugiriendo una posible alteracion
especifica de la célula muscular esquelética. Existen diversos factores que parecen
implicados en el desarrollo de dicha alteracidn. Algunos de ellos serian comunes,
y otros serian especificos para determinado grupo muscular. Entre ellos destacan:

1 Desequilibrio entre el aumento de las necesidades metabdlicas del musculo
respiratorio [debido al incremento de las demandas ventilatorias (191)] y la
pobre extraccion de oxigeno que éste realiza como resultado de la taquicardia
e hipotension.

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

3 Inactividadrelativadelosmusculos.Elestadode postraciénylaventilacidnmecanica
provocan una reduccion total o parcial en la actividad muscular, condicionando la
atrofia y otros fendmenos deletéreos en los musculos de las extremidades que
generaran disfuncién (192). Ademas, la alteracidn de los musculos ventilatorios
en pacientes criticos se ve favorecida por otros factores acompafiantes como
podrian ser el propio proceso séptico, las alteraciones nutricionales, algunos de
los farmacos utilizados, la hipoxia y la hipercapnia. Ademas, la disfuncién muscular
respiratoria en sujetos sometidos a ventilacidn mecdnica es debida a diversos
factores. El factor principal es que existe un decondicionamiento por la falta de
la actividad propia del musculo. En este sentido una correcta eleccién del modo
ventilatorio y de la sedacién, asi como su utilizacidn el minimo tiempo necesario
son esenciales para minimizar las consecuencias del decondicionamiento. Por otra
parte generalmente estos pacientes se encuentran en una situacion clinica grave
y, como se ha comentado anteriormente con los pacientes con sepsis, existe una
liberacién de mediadores inflamatorios y de estrés oxidativo que tienen efectos
deletéreos sobre la funcidn muscular. También pueden coexistir alteraciones
nutricionales en el contexto general de enfermedad grave.

La progresiva participacion del paciente en la respiracion, la correcta nutricidn,
la rehabilitacién precoz y el tratamiento correcto de la enfermedad de base son
basicos para poder destetar al paciente de la ventilacion mecanica. Actualmente
en los algoritmos clinicos para el manejo de la ventilacion mecénica invasiva (inicio,
modificacién o retirada) se incluyen medidas de determinacién y preservacién la
funcién muscular respiratoria.
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2. Hipotesis general

La disfuncion muscular es una manifestacion sistémica de diversas entidades, y
tiene una grave repercusién en la calidad de vida y mortalidad de los pacientes. El
origen de dicha disfuncién es complejo y se conocen multiples factores etioldgicos
y mecanismos que pueden participar en su aparicion. Tanto la inflamacién como
el estrés oxidativo muscular son procesos deletéreos que dificultan una correcta
funcién contractil. Pueden estar presentes en situaciones clinicas aparentemente
muy dispares, pero que tienen en comun la presencia de inflamacién sistémica.
Es el caso del la EPOC, como paradigma de proceso inflamatorio crénico y de
baja intensidad, y la sepsis, como ejemplo de proceso inflamatorio agudo e
intensidad muy elevada. Estos dos modelos permitiran ahondar en mecanismos de
alteraciones estructurales y disfuncién muscular que pueden ser comunes a ambos.
Dichos mecanismos pueden verse modificados por el ejercicio intenso y por el
entrenamiento en los musculos de pacientes con EPOC. Por otra parte, la presencia
de fendmenos de lesidon estructural, apoptosis con insuficiencia funcional nuclear
y atrofia del musculo requieren de un adecuado funcionamiento de los programas
de regeneracion. Si estos ultimos fracasan, podrian participar en la pérdida de
masa muscular que muestran algunos pacientes con EPOC. Finalmente, el conocido
incremento de fibras de tipo Il en el cuadriceps de estos estos enfermos, limita su
funcionalidad y podria estar asociado a una mayor mortalidad.

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

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

3.1. Poblacion

Los pacientes con EPOC incluidos en los tres primeros se clasificaron segun las guias
GOLD (67), siendo reclutados en fase estable (sin ninguna exacerbacién en los 3
meses previos a la inclusion) y con exclusion de comorbilidades relevantes. Por su
parte, los pacientes con Sepsis se incluyeron consecutivamente y el diagndstico
se realizé segun las guias internacionales (175). Se excluyeron las sepsis de origen
pulmonar. Los sujetos control fueron evaluados mediante anamnesis para descartar
cualquier patologia respiratoria y presentaron unas pruebas de funcién respiratoria
sin alteraciones (espirometria, volimenes pulmonares y capacidad de difusion del
mondxido de carbono).

3.2. Evaluacion clinica y funcional

También en todos los pacientes se les realizd una evaluacion nutricional mediante el
indice de masa corporal (IMC) y diversos parametros analiticos. En los estudios 1, 2
y 3 a todos los pacientes se les realizd una evaluacién funcional pulmonar mediante
espirometria, volimenes pulmonares y medida de la difusion para el mondxido
de carbono (DL_)) y gases arteriales. Se utilizaron los valores de referencia para
poblacién mediterranea (193-195). En los estudios 1 y 3 se determind ademas la
fuerza prensil de la mano asi como la fuerza del cuadriceps (contraccion isométrica
maxima) y la capacidad de ejercicio (prueba de marcha de 6 minutos y prueba
maxima de ejercicio en cicloergdmetro), segun las guias de la American Thoracic
Society (ATS) (196). En todos los estudios se recogieron datos sociodemograficos y
en el caso concreto del estudio 2 se recogié también la mortalidad.

3.3. Biopsias musculares

A todos los pacientes y sujetos control en los diferentes estudios se les realizé una
biopsia muscular abierta del vasto lateral del musculo cuadriceps. En los estudios
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1y 4, ademas, se realizé una biopsia del musculo intercostal externo segun técnica
de biopsia también abierta descrita por nuestro grupo. En el estudio 1 se realizaron
dos tomas de muestras correspondientes respectivamente a antes y después
del entrenamiento. Una parte de cada muestra se preservo en formol para ser
incluida posteriormente en parafina y andlisis histoldgico. Otra parte se preservé
directamente en nitrégeno liquido para ser almacenada a -802C. Esta parte permitié
el estudio a nivel molecular. Finalmente y para el estudio 3, otra porcidon de musculo
se preservo en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) hasta la realizacion del
cultivo primario.

3.4. Estudios de histologia y biologia molecular

Todas las determinaciones bioldgicas sobre las muestras de los pacientes se
realizaron en el mismo centro, IMIM-Hospital del Mar (Barcelona). Las diferentes
técnicas de histologia y biologia molecular utilizadas en los estudios se describen
brevemente a continuacidn, pero se detallaran en los articulos correspondientes.

Técnicas inmunohistoquimicas

Con el fin de evaluar la proporcion y el tamafio de las fibras musculares en todos
los estudios se obtuvieron con un micrétomo secciones seriadas de 3 um del tejido
embebido en parafina, fijdndose a continuacién sobre un portaobjetos de vidrio. Se
procedio al desenmascaramiento y posterior incubacidn con anticuerpos especificos
para las isoformas | y Il de MyHC. En cada portaobjetos se utilizé6 una ldmina sin
anticuerpo primario como control negativo. Las imagenes se captaron con una
camara digital adaptada a la lente del microscopio y se procesaron mediante un
software especifico.

Con el fin de evaluar la presencia de células inflamatorias (estudios 1 y 4) se
obtuvieronigualmente cortes seriados de 3 um de los musculos incluidos en parafina
se fijaron sobre un portaobjetos de vidrio. Se procedié al desenmascaramiento y
posterior incubacién con anticuerpos anti-CD 45 para la identificacion de leucocitos
en general, y anticuerpos anti-CD 68 para la identificacion de macréfagos.

Y finalmente, con el fin de evaluar la proporcidon de musculo anormal (estudio 3),
sobre los cortes de 3 um del musculo fijados en un porta de vidrio, se realizé también
una tincion de hematoxilina-eosina. Se utilizé una adaptacion de metodologias
publicadas previamente (197). Brevemente, se utilizaron los criterios de Reid para
el cdlculo de la fraccidn anormal del musculo siguiendo el método de recuento de

Métodos. Aspectos generales

puntos con gradilla, adaptado a muestras parafinadas. Sobre cada imagen obtenida
de las muestras teiiida, se proyectd una gradilla de 7x9 cuadrados con la ayuda de
un programa informatico. Cada interseccion de la gradilla se clasificd en una de las
siguientes categorias: Musculo normal, Nucleos internalizado, Células inflamatorias,
Presencia de Lipofucsina, Fibra anormal, Fibra inflamada/necrética, Vasos u otra
categoria no contabilizable. Una vez obtenido el numero total de intersecciones
para cada categoria se calculd la fraccion normal y la anormal del musculo.

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

El ARN total del tejido muscular se extrajo mediante el reactivo TRIzol (estudios
3 y 4). La sintesis del acido desoxirribonucleico complementario (ADNc), su
amplificacidn y la cuantificacidon de la expresion genética se llevé a cabo segun el
método de comparacion del C_ (thresholdcycle o ciclo umbral). Las Sondas utilizadas
para identificacién de marcadores de miogénesis , inflamacidon o mantenimiento de
la masa muscular se describen detalladamente en los diferentes manuscritos (Tabla
2). Para la normalizacién de la cantidad de ARNm total de cada muestra se utilizé la
expresion de los genes de la B-actina y del gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
como controles endogenos (housekeeping).

Western Blot

Se procedid a la determinacion de marcadores de estrés oxidativo y/o miogénesis
en los musculos vasto lateral del cuadriceps e intercostal en todos los pacientes y
sujetos control. Paralos estuios 1, 3y 4 se homogeneizaron las muestras preservadas
a -802 en un tampodn de lisis y calculd la concentracién de proteinas mediante el
método de Bradford. En cada uno de los pozos de geles se cargd la misma cantidad
de proteinas para todas las muestras. Se realizo electroforesis en una dimension y las
proteinas en el gel se transfirieron a una membranay se incubaron con los diferentes
anticuerpos primarios descritos a continuacidn: anti 3-nitrotirosina (NT), antiaductos
proteicos de malondialdehido (MDA), antigrupos carbonilo, anti aductos proteicos
de hidroxenonenal (HNE), anti-MN-superdxido dismutasa (SOD), anticatalasa, anti-
MyoD, anti-miogenina, anti-miosina perinatal y anti-miosinas adultas.
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Gen (proteina)

PAX7 (Pax7)

MYF5 (Myf5)

MYOD1 (MyoD)

MYF6 (Myf6)

MYOG (Miogenina)

MYH8 (MyH8)

MYH1 (MyHC-1)

MYH2A (MyHC-lla)

MYH2X (MyHC-l1x)

TNF (TNF-a)

TNFRSF 1A (TNFR1)

TNFRSF 1B (TNFR2)

IL1B (IL-1B)

IL1R1 (IL-1R)

IL6 (IL-6)

IL6R (IL6R)

IGF1 (IGF-1Ea)

MGF (MGF)

IGF1R (IGF1R)

ACTB (B-Actina)
House keeping 1

GAPDH
House keeping 2

TBP (TBP)

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

Identificacion del ensayo

Hs00242962_m1

Hs00271574_m1

Hs00159528_m1

Hs00231165_m1

Hs01072232_m1

Hs00267293_m1

Hs00165276_m1

Hs00430042_m1

Hs00428600_m1

Hs00174128_m1

Hs00533560_m1

Hs00153550_m1

Hs00174097_m1

Hs00991010_m1

Hs00174131_m1

Hs00169842_m1

Hs00153126_m1

Hs03986524_m1

Hs00951562_m1

Hs99999903_m1l

Hs99999905_m1

Hs99999910_m1

Secuencia que contiene la sonda
(5-3)

GCGACAAAGGGAACCGCTGGACGA

ATGGCATGCCCGAATGTAACAGTCC

GCGCCCAGCGAACCCAGGCCCGGGA

AGAAAATCTTGAGGGTGCGGATTTC

AACCCAGGGGATCATCTGCTCACGG

GATGTTGCAAAGGAGAGAAGCACTT

GAGCTTCAGGCACGCATCGAGGAGC

GGTCTCCAAAGCCAAGGGAAACCTA

GCAAACAGAATCAGGTGAATATTCA

GCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAG

GCTGCCACTGGTGCTCCTGGAGCTG

AGAGAAGCCAAGGTGCCTCACTTGC

TGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCCAT

AGACTATTACAGTGTGGAAAATCCT

ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG

GCCTCCCAGTGCAAGATTCTTCTTC

TGTGATTTCTTGAAGGTGAAGATGC

CTCAGAGAAGGAAAGGAAGTACATT

AAATCGGAGATTTTGGTATGACGCG

CCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCA

GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT

TGGGTTTTCCAGCTAAGTTCTTGGA

N2 acceso Genbank

NM_001135254.1

NM_005593.2

NM_002478.4

NM_002469.1

NM_002479.4

NM_002472.2

NM_000257.2

NM_017534.5

NM_005963.3

NM_000594.2

NM_001065.2

NM_001066.2

NM_000576.2

NM_000877.2

NM_000600.2

NM_000565.2

NM_00111283.1

NM_00111283.1

NM_000875.3

NM_001101.3

NM_002046.3

M55654.1

Métodos. Aspectos generales

Tabla 2 abreviaturas: PAX7, gen de Paired box 7 (Pax 7); MYF5, gen del factor miogénico 5 (Myf5);
MYOD1, gen del factor 1 de diferenciacion (MyoD); MYF6, gen del factor miogénico 6 (Myf 6); MYOG,
gen del factor miogénico 4 o Miogenina; MYHS8, gen de la isoforma perinatal o isoforma 8 de las
cadenas pesadas de miosina (MyHC8); MYH1, gen de la isoforma | adulta de las cadenas pesadas de
miosina (MyHC-1); MYH2A, gen de la isoforma lla adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-
I1a); MYH2X, gen de la isoforma lIx adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-1Ix); TNF, gen
del factor de necrosis tumoral (TNF-); TNFRSF 1A, gen del receptor 1 del TNF- (TNFR1); TNFRSF 1B,
gen del receptor 2 del TNF- (TNFR2); IL1B, gen de la interleuquina 1 (IL-1); IL1R1, gen del receptor
de la IL-1 (IL-1R); IL6, gen de la interleuquina 6 (IL-6); IL6R, gen del receptor de IL-6 (IL6R); IGF-1, gen
del factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1Ea); MGF, gen del factor de crecimiento
mecanico (MGF); IGF1R, gen del receptor del factor de crecimiento similar a la isulina (IGFR1); ACTB,
gen de la beta actina (-actina); GAPDH, gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; TBP, gen
de la proteina de union a TATA (factor de transcripcidn que se une a la secuencia de ADN denominada
TATA box).

3.5. Cultivos celulares de Mioblastos

Para el estudio 3 se aislaron los mioblastos y se evaluaron las capacidades de
migracion, proliferacién y diferenciacion de los mismos. Brevemente, para la
evaluacion de la migracidn se evalud la velocidad y la fuerza de traccién de los
mioblastos utilizando un microscopio de traccién (FTTM) equipado con una cdmara
de fluorescencia. En cada caso se evaluaron 50 células seleccionadas al azar.
Se captaron imdgenes cada 5 minutos durante 6 horas. El desplazamiento de la
superficie del gel inducida por las fuerzas de traccion ejercidas por células se calculd
mediante la comparacidn de las imagenes de las perlas fluorescentes obtenidas
durante el tiempo del experimento con las imagenes de referencia obtenidas
después de la tripsinizacién y el desprendimiento de las células. Para determinar la
deformacién del sustrato provocada por fuerzas de traccién se utilizé un algoritmo
de velocimetria de imagenes de particulas (198).

Para la valoracién de la capacidad de proliferacién se utilizé el célculo del tiempo
de duplicaciéon de la poblacién (Population Doubling Time o PDT): Los mioblastos se
sembraron por triplicado con la misma densidad y las mismas condiciones de medio
(PM) en tres placas de petri marcadas con una gradilla. Se contaron el nimero de
células presentes en 16 cuadrados de la gradilla de cada placa, cada dia a la misma
hora y en los mismos cuadrados durante 10 dias consecutivos. El PDT se calculé
utilizando la ecuacion: PDT (hr) = (T2 - T1)/3.32 x (log N2 - log N1) dénde “T” es el
tiempo y “N” el nimero de células. T1 y T2 son los tiempos en los extremos del
crecimiento exponencial de cada cultivo celular.
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Y finalmente para la valoracion de la capacidad de diferenciacion se valord tanto
la expresién de los marcadores transcriptdémicos antes mencionados (metodologia
ya mencionada), como la actividad de la creatinaquinasa (CK): Tras 72 h de la
induccion de la diferenciacion, los miotubos se extrajeron mediante un buffer de
lisis. Posteriormente las muestras se centrifugaron y se utilizé el sobrenedante para
la realizacidn del ensayo de la CK utilizando un kit comercial. El ensayo se realizé
en 3 ocasiones para cada muestra. La actividad enzimatica se normalizé con la
concentracién total de proteinas determinada por la técnica de Bradford.

3.6. Métodos estadisticos

Dadas las caracteristicas especificas del disefio de cada uno de los estudios, estos
métodos se detallan en cada uno de ellos.

Métodos. Aspectos generales
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4. Resultados

A continuacién se presentan los originales publicados (excepto el estudio 3 que se
encuentra en proceso de peer review).

EPOC- Inflamacidn crénica y de baja intensidad
4.1. Estudio 1

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

4.2. Estudio 2

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

4.3. Estudio 3

Alteraciones de la regeneracién en el musculo cuadriceps de pacientes con EPOC y
masa muscular reducida: ¢Consecuencia del microambiente celular?

SEPSIS- Inflamacion aguda y de elevada intensidad

4.4. Estudio 4

Inflamacidn y Estrés Oxidativo en los musculos respiratorios y periféricos de
pacientes con sepsis grave.
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Resultados

4.1. Estudio 1

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

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

Hipétesis del Estudio 1

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

El entrenamiento general de alta intensidad no incrementara el nivel de estrés ni de
marcadores inflamatorios en los musculos de los pacientes con EPOC, si se mantiene
por un tiempo adecuado, produciendo ademas los efectos clinicos beneficiosos.

Objetivo del Estudio 1

Estudiar en pacientes con EPOC avanzada y composicién corporal preservada, las
modificaciones inducidas por un programa de entrenamiento general de elevada
intensidad y duracion estandar sobre la funcion y biologia musculares, asi como
sobre la funcidn pulmonar, la capacidad de ejercicio y la calidad de vida. De forma
mas especifica, valorar la potencial aparicidon de alteraciones estructurales, estrés
oxidativo e inflamacién y las eventuales alteraciones moleculares y estructurales en
sus musculos periféricos (vasto lateral) y respiratorios (intercostal externo).



Pascual-Guardia S, Wodja E, Gorostiza A, Lopez de Santamaria E, Gea J, Galdiz
JB, Sliwinski P, Barreiro E; en nombre del proyecto ENIGMA in COPD. Mejoria
de la calidad de vida y capacidad de ejercicio sin cambios en la biologia muscular
tras entrenamiento general en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica grave. Med Clin (Barc). 2013 Mar 2;140(5):200-6. doi: 10.1016/
j-medcli.2012.01.025
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Addenda al estudio 1.

Tabla 3. Niveles de marcadores de inflamacion en plasma en pacientes con EPOC en
situacioén basal.

Niveles en Plasma
PCR 1,6+0,5
TNF-a 24,5+8,7
IL-6 299,7496,2
IL-1B 23,617,3

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

Tabla 4. Comparativa de los marcadores de estrés oxidativo en los musculos
cuadriceps e intercostal en pacientes con EPOC en situacidn basal.

Intercostal
Vasto Lateral p
externo
Mn-Superoxido dismutasa, DO (ua) 3,58 (2,19) 2,29 (1,47) <0,05
Catalasa, DO (ua) 1,52 (1,20) 2,48 (2,14) n.s.
Proteinas carboniladas, DO (ua) 3,11 (2,32) 1,14 (0,79) <0,001
. <0,001
Aductos proteicos de MDA, DO (ua) 2,92 (1,49) 1,41 (0,77)

Tabla 4. Los datos se presentan como mediana (intervalo intercuartilico). DO: densidades
Opticas; MDA: malondialdehido; ua: unidades arbitrarias; n.s.: no significativo.
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4.2. Estudio 2

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

Hipatesis del Estudio 2

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

Objetivo del Estudio 2

Estudiar las implicaciones de los cambios fenotipicos fibrilares del cuadriceps en la
mortalidad de pacientes con EPOC de diversas procedencias geograficas.



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



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


Caracterizacion del fenotipo muscular en la EPOC y sepsis en pacientes:

Estructura fibrilar, Inflamacidn, Estrés oxidativo y Regeneracion

Resultados

4.3. Estudio 3

Alteraciones de la regeneracion en el musculo cuadriceps de pacientes
con EPOCy masa muscularreducida: éConsecuencia del microambiente
celular?

Se sabe que los musculos periféricos de los pacientes con EPOC muestran signos de
lesidn y de apoptosis nuclear, acompaiados de atrofia, sobre todo en aquellos con
peso y masa muscular reducidos. También se ha descrito recientemente que sus
mecanismos de regeneracion podrian hallarse alterados.

Hipotesis del Estudio 3

Los mecanismos de reparacién se hallan alterados en el musculo cuddriceps de
pacientes con EPOC y bajo peso. Esta alteracidn impide la correcta evoluciéon del
programa de miogénesis y depende de factores intrinsecos y permanentes en sus
células satélite.

Objetivo del Estudio 3

Estudiar la integridad de los mecanismos de reparacidn en el musculo cuadriceps de
pacientes con EPOC, con y sin bajo peso asociado. Como objetivo complementario:
Evaluar si en caso de existir alteraciones en dichos mecanismos regenerativos,
responden a cambios permanentes en sus células satélite.
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RESUMEN

La pérdida de masa y funcién musculares se asocia
frecuentemente a la EPOC. Reciente-mente se ha sugerido que
existe un desequilibrio entre fendmenos de lesion y/o apoptosis
frente a la eficiencia de la regeneracion. Objetivo: Evaluar el
potencial regenerativo del cuadriceps en pacientes con EPOC y
masa muscular reducida. Métodos: Se obtuvieron muestras del

miusculo en 15 pacientes con masa magra conservada, 15 con
masa magra reducida (LFFMI) y 10 sujetos sanos, evaluandose
fenotipo fibrilar, proporciones de musculo anormal y de células
satélite, asi como expresiéon de marcadores inflamatorios y de
regeneracion. Finalmente se realizé cultivo primario de células
satélite para valorar su capacidad de migracion, proliferacion y
diferenciacion. Resultados: Los dos grupos con EPOC
presentaban menor fuerza muscular ¢ incremento de marcadores
sistémicos de inflamacion. Ademas, los enfermos LFFMI
evidenciaban en el musculo un area de seccion fibrilar reducida,
mayor porcentaje de area anormal (sugestivo de procesos activos
de lesion y reparacion) y células satélite, asi como mayor
expresion de diversos genes ligados a inflamacion, mantenimiento
de la masa muscular y fases iniciales de la regeneracion que los
otros dos grupos, aunque la expresiéon de marcadores
correspondientes a las fases finales no mostraba dicho aumento
sino incluso disminucion. Sin embargo, en los cultivos de células
satélite no se observaron diferencias relevantes entre los diferentes
grupos. Conclusiones: Los pacientes LFFMI presentan
deficiencias en las fases finales de la regeneracion muscular.
Dichos defectos no parecen persistir in vitro, lo que sugiere que se
hallan relacionados con factores presentes en el paciente.

INTRODUCCION

La Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) es una
patologia muy prevalente, preveyéndose que en 2020 sera la
tercera causa de muerte en el mundo'. La EPOC supone ademas
una carga econOmica significativa, principalmente como
consecuencia de las exacerbaciones y de sus manifestaciones
sistémicas y comorbilidades. Una de las comorbilidades que mas
frecuentemente se asocia a la EPOC es la disfuncion de la
musculatura esquelética?, disfuncion que se asocia a un deterioro
en la calidad de vida’. En muchas ocasiones esta situacion puede
agravarse con la pérdida concomitante de peso y masa muscular.
La prevalencia de alteraciones nutricionales en la EPOC varia
segun la definicion, el estadio de la enfermedad o el area
geografica*®, y juntamente con la disfuncion muscular, han
demostrado ser factores independientes de mortalidad en estos
pacientes’!!. En los Gltimos afios se han descubierto diversos
mecanismos moleculares que subyacen el proceso de pérdida de
masa muscular tanto en modelos animales e in vifro, como en
pacientes con EPOC'>12. Las causas y mecanismos bioldgicos
que conducen a la pérdida de masa muscular y atrofia en estos
enfermos son miultiples, pero se acepta que condicionan un
desequilibrio entre los procesos anabolicos y catabolicos del
musculo, con resultado de pérdida de proteinas!3. Por otra parte,
también se ha observado un incremento en el nivel de lesion y el
numero de nicleos apoptoticos en el musculo cuadriceps de
pacientes con EPOC, con y sin pérdida de peso'*!3. El proceso de
regeneracion muscular tiene un importante papel como
mecanismo regulador de la masa muscular'®, previniendo o
mitigando la atrofia y reparando la lesion del musculo.

La reparacion y regeneracion del musculo esquelético tras una
lesion o pérdida de nicleos, ya sea por ejercicio intenso 0 como
resultado de una enfermedad, esta mediada por las células satélite.
Estas son precursoras miogénicas que se localizan entre la lamina
basal y el sarcolema de las miofibras'’. En el adulto generalmente
se encuentran en estado quiescente, activandose en respuesta a
diferentes estimulos. Una vez activadas, las células satélite
proliferan, se diferencian y migran hasta la zona dafiada, donde se
fusionan con las miofibras existentes para repararlas o facilitar el
mantenimiento de su tamafo. Mediante el mismo proceso,
también pueden generar nuevas fibras. Esta ordenada sucesion de
eventos esta controlada por diferentes proteinas reguladoras!’. Se
sabe que la capacidad de reparacion del musculo depende del
numero de células satélite existentes y de su correcta funcion.
Cabe destacar que esta tltima es el resultado de la relacion entre el
microambiente en que se encuentran las células (‘nicho’) y la
capacidad de éstas para responder a los diferentes estimulos y
llevar a cabo el proceso de miogénesis. En el momento actual
parece confirmado que el numero global de células satélite esta
conservado en los musculos de las extremidades de los pacientes
con EPOC, pero su funcionalidad regenerativa podria hallarse
disminuida'®!"®. Sin embargo, se desconocen muchos de los
detalles de dicha deficiencia, y si ésta es consecuencia de cambios
intrinsecos y permanentes en las células satélite, o depende
fundamentalmente del entorno tisular en que éstas se hallan.
Trabajos recientes con cultivos celulares muestran resultados
controvertidos al respecto!s-20,

Nuestra hipotesis fue que en los pacientes con EPOC y masa
muscular reducida existe una alteracion en la funcién de las
células satélite, con la subsiguiente disminucion de su capacidad
regenerativa. Dicha alteracion no dependeria de cambios
persistentes en las propias células sino fundamentalmente del
entorno tisular proporcionado por el propio paciente,
contribuyendo a la pérdida de su masa muscular. Por ello, el
objetivo del presente estudio fue examinar el nimero y el
potencial regenerativo de las células satélite en en el musculo
cuadriceps de pacientes con EPOC y masa muscular reducida,
comparandolo con el que poseen dichas células al ser cultivadas
en condiciones experimentales.

METODOS

Diseiio
Se trata de un estudio transversal, controlado y no aleatorizado,
disefiado de acuerdo a las guias TREND y STROBE.

Pacientes

Se reclutaron 30 pacientes caucasicos, con el diagnostico de
EPOC segiin los criterios de las guias GOLD?!. Los enfermos se
clasificaron como EPOC-con bajo peso y masa muscular reducida
(LFFML, n=15) o EPOC-con peso y masa muscular conservadas
(NFFMI), atendiendo a sus indices de masa corporal y de masa
magra (IMC y FFMLI, respectivamente). Los criterios de exclusion
fueron la presencia de alguna exacerbacion en los tres meses
previos a la toma de la muestra muscular, la coexistencia de
enfermedad cardiaca, renal, ortopédica, neoplasica o hepatica
graves, la presencia de una patologia inflamatoria sistémica,
enfermedad neuromuscular conocida, el uso de corticosteroides
parenterales en los ultimos 3 meses, asi como la toma de farmacos
con conocida influencia sobre el misculo (antagonistas del calcio,
relajantes musculares, etc.). También se excluyeron aquellos
pacientes con antecedentes de abuso de alcohol. Adicionalmente
se reclutaron 10 sujetos control sanos, caucasicos, de edades
similares a los pacientes, funcion pulmonar normal y sin
alteraciones nutricionales.

Aspectos éticos

El estudio fue disefiado de acuerdo con los estandares éticos
sobre experimentacion humana de nuestra institucion y las guias
de la World Medical Association para la investigacion en seres
humanos. Durante el estudio se siguieron las directrices nacio-
nales e internacionales (declaracion de Helsinki), asi como el
Cédigo Deontoldgico de Buenas Practicas de nuestro centro. Se
observd ademés la normativa legal sobre confidencialidad de
datos [Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter
Personal (LOPD)]. El Comité Etico para investigacion en huma-
nos de nuestro hospital aprobo el estudio, y todos los participantes
firmaron el correspondiente consentimiento informado.

Valoracién nutricional y funcional

En todos los participantes se determinaron parametros
antropométricos (peso, talla e IMC) y de composicién corporal
(fundamentalmente FFMI). Esta Gltima se obtuvo mediante
impedancia bioeléctrica (Bodystat, Isle of Man, Reino Unido). El
criterio para la asignacién al grupo de peso y masa magra
reducidos fue la presencia de IMC<21 Kg/m?, con FFMI<16 Kg/
m? en hombres y <15 Kg/m? en mujeres’. También se realizaron
pruebas de funcion respiratoria siguiendo la metodologia
publicada en estudios previos®. Incluyeron espirometria forzada
con prueba broncodilatadora, medicion de volumenes pulmonares
estaticos y resistencia de la via aérea por pletismografia corporal,
medicion de la capacidad de transferencia del monoxido de
carbono y gases respiratorios arteriales. Excepto para estos
ultimos se utilizaron valores de referencia para poblacion
mediterranea?>2*. La fuerza prensil de la mano se determind
utilizando un dinamoémetro especifico en la extremidad no
dominante (JAMAR, Nottinghamshire, Reino Unido), mientras
que la fuerza del cuadriceps se evalud a través de su contraccion
isométrica maxima (dinamometro de Biopac Systems Inc, Goleta,
CA, EEUU). En ambos casos se tomo el valor superior obtenido
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en 3 maniobras validas y reproducibles. Finalmente se midi6 la
capacidad de ejercicio mediante la prueba de marcha de 6
minutos, segtin las guias de la American Thoracic Society (ATS)>.

Biopsias musculares y procesamiento inicial de las muestras

Se obtuvieron muestras de la porcion vastus lateralis del muscu-
lo cuadriceps mediante biopsia abierta, siguiendo la técnica mini-
mamente invasiva publicada previamente por nuestro grupo?627.
Brevemente, y tras la aplicacion de anestesia local (10 ml de me-
pivacaina al 1 %), se realiz6 una incision cutanea lineal a nivel del
tercio medio del vastus lateralis, cara antero-lateral, siguiendo una
diseccion por planos y toma de la muestra en paralelo a la direc-
cion de las fibras. El tamafio de las biopsias fue de aproximada-
mente 0,5 x 0,5 cm. Cada una de ellas se dividio en 4 porciones,
que se procesaron inmediatamente a la extraccién. Una de las
porciones se fijo en formalina y se incluy6 en bloques de parafina
para su posterior analisis histologico. Las segunda y tercera por-
ciones se colocaron en crioviales, que se sumergieron inmediata-
mente en nitrégeno liquido, almacenandose a -80° C hasta su utili-
zacion en las técnicas de biologia molecular. La ultima porcion se
preservo en medio de transporte (Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium [DMEM)) para la realizacion del cultivo primario de células
satélite, siempre en un tiempo inferior a 3 horas desde la toma de
la muestra.

Analisis biolégicos
1. Tejido muscular (muestras parafinadas y muestras congeladas)

a) Inmunohistoquimica

Con el fin de evaluar la proporcion y tamano de las fibras mus-
culares se obtuvieron con un microtomo secciones seriadas de 3
um del tejido embebido en parafina, fijandose a continuacion
dichas secciones sobre un portaobjetos de vidrio. Se procedio al
desenmascaramiento y posterior incubacion con anticuerpos espe-
cificos para las isoformas I y II de las cadenas pesadas de miosina
(MyHC) (MyHC-IL, clon MHC, Biogenesis Inc., Poole, Reino
Unido; y MyHC II, clon MY-32, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
EEUU). Tras una incubacion de 30 minutos en una camara hume-
da con el correspondiente anticuerpo primario, los portaobjetos se
lavaron e incubaron durante 30 minutos mas con el anticuerpo
secundario biotinilado. Esto fue seguido de una incubacion de
otros 30 minutos con estreptavidina Horseradish Peroxidase
(HRP) conjugada y diaminobencidina como sustrato (kit LSAB
+HRP, Dako Cytomation Inc, CA, EEUU.). En cada portaobjetos
se utilizd como control negativo una lamina sin anticuerpo prima-
rio. Las muestras se trataron con hematoxilina y fueron montadas
para su visualizacion en un microscopio Optico convencional. Las
imagenes se captaron con una camara digital adaptada al micros-
copio (Olympus, Series BX50F3, Olympus Optical Co., Hambur-
go, Alemania), y se procesaron mediante un software especifico
(Pixera Studio, version 1.0.4, Pixera Corporation, Los Gatos, CA,
EEUU). Las fibras musculares fueron evaluadas utilizando un
software especifico para morfometria (N/H Image, version 1.60,
Scion Corporation, Frederick, MD, EEUU), determinandose el
area de seccion y los porcentajes de cada tipo fibrilar. Se determi-
naron al menos 100 fibras por muestra.

Con el fin de evaluar la proporcion de misculo anormal, se
realizé una tincion de hemotoxilina-eosina sobre cortes de 3 um
del musculo fijados en un portaobjetos de vidrio. La valoracion se
realizo utilizando una adaptacion de las metodologias publicadas
previamente por Reid y McGowan?-?°, Brevemente, y mediante
un programa informatico, se proyecto una gradilla de 63 intersec-
ciones sobre cada imagen obtenida de las muestras, y dos obser-
vadores independientes clasificaron cada una de ellas en una de las
siguientes categorias: misculo de estructura normal, presencia de
nucleos internalizados, células inflamatorias, presencia de lipofuc-
sina, fibra anormal, fibra inflamada/necrotica, vaso o estructura no
contabilizable. Una vez obtenido el niimero total de intersecciones
para cada categoria se calculd la fraccion de musculo anormal,
indicativa del nivel de lesion y regeneracion presentes en la mues-
tra.
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Finalmente se determiné también el numero de células satélite.
Para ello se procedié al desenmascaramiento y posterior incuba-
cion de las muestras con el anticuerpo primario para Paired box
protein 7 (Pax7) (Dilucién 1:50, clone EE-8; Santa Cruz Biotech-
nology, Inc, Dallas, TX, EEUU). Las muestras se incubaron en-
tonces en un buffer de bloqueo (50 mM TRIS pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0.01% Triton X-100, 1% BSA 'y 1% de polvo de leche des-
natada) juntamente con el anticuerpo primario, durante una noche
a 4° C. Seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario
(FITC-conjugado caprino anti-raton, 1:1000, SouthernBiotech,
Birmingham, AL, EEUU), a temperatura ambiente durante 60
minutos. Finalmente se procedi6 al lavado y posterior tincion con
4,6-diami-dino-2-fenilindol (DAPI) (SouthernBiotech), para su
visualizacion y captacion mediante un microscopio de fluorescen-
cia equipado con una camara digital (Olympus Optical Co., Life
and Material Science Europe). Se consideré como célula satélite
la que presentaba un nucleo situado junto a la membrana basal
con tincion positiva para Pax7 y 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) (color verde), mientras que los restantes niicleos presen-
taban una coloracion azulada (DAPI+). El pool de células satélite
se expreso en porcentaje respecto al total de niicleos analizados.

b) Expresion de ARN en el tejido muscular

Aislamiento y purificacion: Se extrajo el ARN total del tejido de
acuerdo con las recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Life
Technologies SA., Grand Island, NY, EEUU). El tejido fue homo-
geneizado en 1 ml de TRIzol, y se anadieron 0,2 ml de Clorofor-
mo, siendo mezclada vigorosamente la muestra durante 15 segun-
dos e incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos mas.
Las muestras fueron posteriormente centrifugadas durante 15
minutos a 12.000 g y 4 ° C. Seguidamente se transfirio la fase
acuosa a un nuevo microtubo y se afiadi6 el mismo volumen de
isopropanol, incubandose a temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos. A continuacion, el ARN se precipito centrifugando la mues-
tra durante 10 minutos, de nuevo a 12.000 g y 4° C. El precipitado
de ARN se lavo con 1 ml de etanol al 70%, resuspendiéndose en
agua libre de ARNasas y siendo guardado a -70° C. Posteriormen-
te se cuantifico la concentracion del ARN extraido del tejido me-
diante espectrofotometria.

Retrotranscripcion: Esta se realizo a partir de un microgramo
del ARN total mediante cebadores oligo(dT)i2-18 y transcriptasa
inversa Superscripf™ 11 (Invitrogen, Life Technologies) en 10
microlitros de reaccion, segun las instrucciones del fabricante. La
sintesis del acido desoxiribonucleico complementario (ADNc) se
realizé en un termociclador (GeneAmp PCR system 2400, Perkin
Elmer, Waltham, MA, EEUU), de acuerdo con el siguiente proce-
dimiento: primero se hibrido el cebador durante 10 minutos a 70°
C. A continuacion se llevo a cabo la retrotranscripcion durante 50
minutos a 42° C, y seguidamente se inactivo la transcriptasa in-
versa, incubando las muestras durante 10 minutos también a 70°
C. Se utiliz una alicuota de 1/50 del ADNc resultante para la
amplificacion mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) de tipo cuantitativo.

PCR en tiempo real: La amplificacion del ADN se llevo a cabo
mediante un detector de secuencia (ABI PRISM 7900HT, Applied
Biosystems, Foster City, CA, EEUU), cuantificindose la expre-
sién génica mediante el ensayo de la nucleasa 5’y cebadores y
sondas TagMan predisefiados por el fabricante (4ssays-on-De-
mand Gene Expression Products, Applied Biosystems). Se cuanti-
fico asi la expresion de los genes correspondientes a diferentes
marcadores de miogénesis [Pax7, factor miogénico 5 (Myf5),
factor 1 de diferenciacion (MyoD), factor miogénico 4 (Miogeni-
na), factor miogénico 6 (Myf6) e isoformas embrionaria, perinatal
(MyH8) y adultas de MyHC], del mantenimiento de la masa mus-
cular [isoformas del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGF) -1: IGF-1Ea y factor de crecimiento mecanico (MGF), asi
como su receptor especifico (IGF-1R)], y de inflamacion [factor
de necrosis tumoral (TNF)—a y sus receptores (TNFRI y TNFRII),
interleuquina (IL) -1P, e IL-6]. Los reguladores miogénicos prin-
cipales son MyOD, MyF5 y miogenina, ya que se ha demostrado
que el papel del MRF4 es suplido perfectamente por la miogenina
y la MyOD, por lo que no se ha incluido en el analisis®*3!. Se

utiliz6 la expresion de los genes de la beta Actina (ACTP) y del
Gluteraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como contro-
les endogenos (house keeping), para normalizar las diferencias en
la cantidad de ARN total de cada muestra. Las sondas TagMan se
marcaron con la molécula fluorescente 6-carboxi-fluoresceina
(FAM) en el extremo 5°, y un inhibidor no fluorescente (NFQ) en
el extremo 3. En la tabla 1 se muestran las sondas utilizadas en
cada caso. Los cebadores utilizados para la amplificacion estaban
localizados en distintos exones de cada gen con el fin de evitar
amplificaciones de ADN gendmico contaminante.

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

Gen (p ificacié ia que contiene la N acceso
del ensayo sonda (5'-3’) Genbank
PAX7 (PaxT) Hs00242962_m1 GCGACAAAGGGAACCGCTGGACGA — NM_001135254.1
MYFS (Myf5) Hs00271574_m1 ATGGCATGCCCGAATGTAACAGTCC  NM_005593.2
MYODI (MyoD) Hs00159528_m1 GOGCCCAGCGAACCCAGGCCCGGGA  NM_002478.4
MYF6 (Myfo) Hs00231165_m1 AGAAAATCTTGAGGG TTC  NM_002469.1
MYOG (Miogenina) ~ Hs01072232 m1 AACCCAGGGGATCATCTGCTCACGG — NM_002479.4
MYHS (MyHS) Hs00267293_m1 GATGTTGCAAAGGAGAGAAGCACTT  NM_002472.2
MYHI (MyHC-T) Hs00165276_m1 GAGCTTCAGGCACGCATCGAGGAGC — NM_000257.2
MYH2A (MyHC-lla)  Hs00430042_m1 GGTCTCCAAAGCCAAGGGAAACCTA  NM_017534.5
MYH2X (MyHC-IIY)  Hs00428600_m1 GCAAACAGAATCAGGTGAATATTCA  NM_005963.3

TNF (TNF-a) Hs00174128_m1 GCCCATGTTGTAGCAAACCCTCAAG — NM_000594.2

'NFRSF 1A (TNFR1) Hs00533560_m1 GCTGCCACTGGTGCTCCTGGAGCTG NM_001065.2
TNFRSF 1B (TNFR2) Hs00153550_m1 AGAGAAGCCAAGGTGCCTCACTTGC NM_001066.2
IL1B (IL-1B) Hs00174097_m1 TGGAGCAACAAGTGGTGTTCTCCAT NM_000576.2
ILIRI (IL-1R) Hs00991010_m1 AGACTATTACAGTGTGGAAAATCCT  NM_000877.2
1L6 (IL-6) HS00174131_m1 ATTCAATGAGGAGACTTGCCTGGTG  NM_000600.2
IL6R (IL6R) Hs00169842_ml GCCTCCCAGTGCAAGATTCTTCTTC NM_000565.2
IGF1 (IGF-1Ea) Hs00153126_m1 TGTGATTTCTTGAAGGTGAAGATGC NM_00111283.1
MGF (MGF) Hs03986524_m1 CTCAGAGAAGGAAAGGAAGTACATT NM_00111283.1
IGFIR (IGFIR) Hs00951562_m1 AAATCGGAGATTTTGGTATGACGCG NM_000875.3
s ;5;;‘_‘3};",“’ Hs99999903_m1 CCTTTGCCGATCCGCCGCCCGTCCA  NML_001101.3
g;‘“"":fw‘.”g N Hs99999905_m1 GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT — NM_002046.3
TBP (TBP) H599999910_m1 TGGGTTTTCCAGCTAAGTTCTTGGA — M55654.1

Abreviaturas: PAX7, gen de Paired box 7 (Pax 7); MYF5, gen del factor
miogénico 5 (Myf5); MYODI, gen del factor 1 de diferenciacion (MyoD);
MYF6, gen del factor miogénico 6 (Myf 6); MYOG, gen del factor
miogénico 4 o Miogenina; MYHS, gen de la isoforma perinatal o isoforma
8 de las cadenas pesadas de miosina (MyHC8); MYHI, gen de la isoforma
T adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-I); MYH2A, gen de la
isoforma Ila adulta de las cadenas pesadas de miosina (MyHC-Ila);
MYH2X, gen de la isoforma IIx adulta de las cadenas pesadas de miosina
(MyHC-IIx); TNF, gen del factor de necrosis tumoral (TNF-a); TNFRSF
1A, gen del receptor 1 del TNF-a (TNFR1); TNFRSF 1B, gen del receptor
2 del TNF-a (TNFR2); IL1B, gen de la interleuquina 13 (IL-1f); IL1R1,
gen del receptor de la IL-1p (IL-1R); IL6, gen de la interleuquina 6 (IL-6);
IL6R, gen del receptor de IL-6 (IL6R); IGF-1, gen del factor de
crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF-1Ea); MGF, gen del factor
de crecimiento mecanico (MGF); IGFIR, gen del receptor del factor de
crecimiento similar a la isulina (IGFR1); ACTB, gen de la beta actina (B-
actina); GAPDH, gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; TBP,
gen de la proteina de union a TATA (factor de transcripcion que se une a la
secuencia de ADN denominada TATA box).

c) Western Blot

Debido al tamafio reducido de la muestra, se debieron seleccio-
nar unicamente un niumero reducido de proteinas clave a cuantifi-
car. Para ello, una porcion de las muestras congeladas (20-25 mg)
se homogeneizo en una solucion tampdn que contenia acido N-2-

hidroxietilpiperacina-N'-2'-etanesulfénico (HEPES) 50 mM, NaCl
150 mM, NaF 100 mM, Na pirofosfato 10 mM, acido etilendia-
mino-tetraacético (EDTA) 5mM, Triton-X 0.5%, leupeptina 2 pg/
ml, PMSF 100 pg/ml, aprotinina 2 pg/ml y pepstatina A10 pg/ml.
El homogeneizado se centrifugo a continuacion durante 30 minu-
tos a 1.200 g. Se descarto el precipitado y se considerd el sobre-
nedante como homogeneizado citoplasmatico. Las concentracio-
nes de proteinas en cada homogeneizado se determinaron median-
te espectofotometria, con la técnica de Bradford®?, utilizindose
albumina de suero bovino (BSA) como estandar (Bio-Rad protein
reagent, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, EEUU). La concentracion
proteica final de cada homogeneizado se calculd a partir de la
media de dos determinaciones de Bradford que no difiriesen >0,5
ng de proteina. Se calculd el volumen de homogeneizado necesa-
rio para depositar 20 pg de proteina en cada carril, y las diferentes
proteinas se separaron mediante electroforesis en una dimension
(cada muestra por triplicado en geles distintos), siendo transferi-
das a una membrana de polivinilideno difluorido (PVDF) (Milli-
pore; Bedford, MA, EEUU), y bloqueadas con 1% BSA e incuba-
das durante toda la noche a 4° C con los anticuerpos primarios
especificos: anti-MyoD (1:500, clon M-318, Santa Cruz Biotech-
nology), anti-miogenina (1:500, clon F5D, Santa Cruz Biotechno-
logy), anti-miosina perinatal (1:1000, clon N1.551, Santa Cruz
Biotechnology) y anti-miosinas adultas (Biogenesis y Sigma-Al-
drich).

Tras el lavado de la membrana de los anticuerpos primarios no
unidos a proteinas, éstas se incubaron con el anticuerpo secunda-
rio especifico ligado a peroxidasa, durante 1h a temperatura am-
biente. Se analizaron entonces las bandas asociadas a los anti-
cuerpos secundarios mediante quimioluminiscencia (Pierce ECL
Western Blotting substrate, Thermo Fisher Scientific, Runcorn,
Cheshire, Reino Unido), utilizando un procesador de densidades
opticas (ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad). Finalmente se
confirmo el control de carga de proteinas mediante el stripping de
las membranas y su posterior incubacion con el anticuerpo co-
rrespondiente al GAPDH (1:5000; clon FL-335; Santa Cruz Bio-
technology). Los niveles de las proteinas seleccionadas se expre-
saron como razon entre las intensidades de las bandas correspon-
dientes sobre las intensidades de las bandas de los controles de
carga (GAPDH).

2. Cultivo primario de Células Satélite

a) Técnica de Cultivo

Se realiz6 el cultivo primario de células satélite con una porcion
de las muestras musculares obtenidas. Para ello, en condiciones
estériles y con la muestra embebida en DMEM (medio Eagle
modificado por Dulbecco) sobre una placa de Petri, se extrajo
manualmente el tejido conectivo y la grasa. Se realizd una
primera digestion enzimatica con una solucion de colagenasa tipo
I (0,2%, Sigma-Aldrich) a 37° C durante 30 minutos.
Posteriormente las muestras se pasaron a través de un filtro
celular de 100 pm y se cultivaron las células sobre una placa de
Petri cubierta con una pelicula de gelatina (1,5%), en medio de
proliferacion (PM). Este consiste en una mezcla 3:1 de los medios
DMEM y M-199, suplementado con 20% de suero fetal bovino
(FBS), 2 mM L-glutamina, 1% penicilina/estreptomicina/
fungizona (PSF), Hu-bFGF recombinante (2,5 ng/ml), Hu-
Insulina recombinante (10 pg/ml) y Hu-EGF recombinante (10
ng/ml).

Para verificar la identidad de las células del cultivo y la pureza
de éste se realizé una tincion de desmina (proteina estructural de
los miofilamentos, caracteristica de la estirpe muscular) en una
pequeiia porcion de las mismas. Para ello, la muestra se incubd
con anticuerpos especificos para la desmina (1:100, clon D33;
Thermo Fisher Scientific). A continuacion las muestras se tifieron
con hematoxilina, y fueron deshidratadas y montadas para su
visualizacion en el ya mencionado microscopio Optico,
captandose las imagenes con la camara digital y software
especifico. La pureza miogénica, definida como el porcentaje de
células con tincién positiva respecto del total, fue siempre
superior al 94%.

Resultados

La induccion de la diferenciacion de las células satélite a
mioblastos y a miotubos se realiz6 mediante la siembra de los
mismos a alta densidad (10* células / cm?) en medio de
diferenciacion (DM) y durante 3 dias. EI DM consiste en una
mezcla 3:1 de los medios DMEM y M-199, suplementado con 2%
de suero equino (HS) y 1% PSF.

b) Evaluacion de las propiedades mecanicas celulares ligadas a la
migracion

Las células procedentes de los cultivos se sembraron sobre
placas con un sustrato de policrilamida y perlas fluorescentes,
siguiendo procedimientos previamente descritos’3. Brevemente, se
utilizd una solucion de acrilamida 7,44%, bis-acrilamida 0,04%,
persulfato de amonio 0,5%, tetrametiletilenodiamina 0,05%, perlas
fluorescentes de 200 nm de diametro 0,5% (Fluospheres,
Invitrogen) y NHS-acrilato 2 mg/ml. Esta solucion se polimerizo
sobre placas con una rigidez de 3.750 Pa y un espesor de 100 p, y
sobre la misma se aiadio una solucion de colageno tipo I (100 pg/
ml).

La fuerza de traccion de los mioblastos y miotubos se evalud
utilizando un microscopio de tracciéon (FTTM) (Nikon Eclipse Ti,
Nikon Instruments Europe, Amsterdam, Holanda), equipado con
una camara de fluorescencia (ORCA-AG, Hamamatsu Photonics
KK, Hamamatsu City, Japon) y controlado con un programa
especifico (Metamorph, Universal Imaging Inc., Bedford Hills,
NY, USA). En cada caso se evaluaron 50 células seleccionadas al
azar. Se captaron imagenes cada 5 minutos durante 6 horas. El
desplazamiento de la superficie del gel inducida por las fuerzas de
traccion ejercidas por las células se calculo mediante la
comparacion de las imagenes de las perlas fluorescentes obtenidas
durante el tiempo del experimento con las imagenes de referencia
obtenidas después de la tripsinizacion y el desprendimiento de
dichas células. Para determinar la deformacion del sustrato
provocada por fuerzas de traccion se utilizd un algoritmo de
velocimetria de imégenes de particulas®>. El desplazamiento
medio (MSD) de cada célula se calculé mediante la ecuacion:

MSD: (At) = [x? (At] = [|xi (t + At) - xi ()]

donde At es el intervalo de tiempo, xi es la coordinacién de las
perlas fluorescentes y los paréntesis indican el promedio sobre la t.
Los valores de MSD se ajustaron a la expresion de la ley de
potencia: MSD = D x At% donde D es un parametro de escala y a
indica el grado de persistencia. Cuando o=1 el movimiento es
aleatorio, cuando o<1 el movimiento es anti-persistente y cuando
a>1 el movimiento es persistente’*. Los experimentos se
realizaron en tres condiciones distintas: en medio de proliferacion
(PM), medio de diferenciacion (DM) y en DM suplementado con
10 ng/ml de factor de crecimiento de los hepatocitos (HGF).

¢) Evaluacion de la proliferacion
Se efectud a través del célculo tiempo de duplicacion de la

poblacion celular (PDT): Las células satélite se sembraron por
triplicado, con las mismas densidad y condiciones del medio en
placas de Petri marcadas con una gradilla. En cada placa se
contabilizd el nimero de células presentes en 16 cuadrados de la
gradilla, cada dia a la misma hora y en los mismos cuadrados
durante 10 dias consecutivos. El PDT se calculé utilizando la
ecuacion: PDT (hr) = (T2 - T1)/3.32 x (log N2 - log N1), donde
“T” es el tiempo y “N” el nimero de células. A su vez, T1 y T2
son los tiempos en los extremos del crecimiento exponencial de
cada cultivo celular®®. Los resultados se comprobaron ademas
mediante la cuantificacion de la incorporacion de
Bromodeoxiuridina (BrdU) por inmunoensayo. Brevemente, se
afiadio BrdU al medio de cultivo obteniéndose muestras a
diferentes tiempos. Dichas muestras fueron incubadas con
anticuerpos anti-BrdU conjugados con peroxidasa. Se procedio al
revelado afiadiendo substrato POD y se obtuvo la absorbancia en
un lector de ELISA.
d) Evaluacion de la diferenciacion

Se emplearon diversas técnicas complementarias. Por un lado se
captaron digitalmente las imagenes correspondientes a los cultivos
después de 3 dias en DM a través de microscopia Optica
convencional. Dos observadores independientes evaluaron la
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presencia de miotubos. Por otro lado se determino la actividad de
la creatinquinasa (CK): Tras 72 h de la induccion de la
diferenciacion, los miotubos se extrajeron mediante un buffer de
lisis (0.5% Tritéon X-100 e inhibidores de proteasas).
Posteriormente las muestras se centrifugaron y se utilizo el
sobrenedante para la realizacion del ensayo de la CK, utilizando
un kit comercial (Spinreact, Barcelona, Espaifia). Brevemente, la
CK del extracto celular se combiné con los sustratos y enzimas
correspondientes para iniciar las reacciones que concluyen con la
produccion de NADH, lo que incrementa la absorbancia a 340
nm. El ensayo se realizo en 3 ocasiones para cada muestra. La
actividad enzimatica se normalizo con la concentracion total de
proteinas (técnica de Bradford).

Finalmente, se incluyé también el anélisis de la expresion de
marcadores transcriptomicos seleccionados de proliferacion y de
las diversas fases de la diferenciacion. Para ello se sigui6 el
mismo procedimiento descrito anteriormente para las muestras de
tejido. Sin embargo, en este caso el ARN total se extrajo del
lisado celular de los mioblastos cultivados.

Andlisis estadistico

Las diferentes variables numéricas se expresan como media y
desviacion estandar de ésta, o como porcentajes. Se comprobo la
normalidad en la distribucion de las variables mediante la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. Para la comparacion de variables entre
los diferentes grupos se utilizo el analisis de varianza de una via,
con ajuste de Tukey para comparaciones multiples. Para el estudio
de las correlaciones entre las diferentes variables continuas se
utilizaron los coeficientes de Pearson y Spearman, segun el caso.
Todo el analisis estadistico se realizo con el programa SPSS
(SPSS Inc, Chicago, IL, EEUU). Se considerd significativo un

i)

valor de “p” igual o inferior a 0,05.

RESULTADOS

Caracteristicas generales

Las caracteristicas clinicas, antropométricas y de analitica con-
vencional de los diferentes grupos de estudio se describen en la
tabla 2. Como era esperable, los dos grupos de pacientes con
EPOC presentaban una obstruccion grave al flujo aéreo, con hi-
perinsuflacién pulmonar, alteracion de la capacidad de difusion
del CO, hipoxemia y pérdida de fuerza en extremidades inferio-
res. Los pacientes LFFMI presentaron también una disminucion
de la fuerza muscular en extremidades superiores, asi como una
reduccion significativa en su capacidad de ejercicio. Ademas,
ambos grupos de pacientes con EPOC mostraban un incremento
en los marcadores sistémicos de inflamacion, algo mas marcado
en los enfermos LFFMI.

Muisculo cuadriceps

- Anilisis histologico (tabla 3): En los grupos dos grupos de pa-
cientes con EPOC se observo un mayor porcentaje de fibras de
tipo II respecto del grupo control. Por otra parte, el grupo de pa-
cientes LFFMI mostr6 unas fibras de menor tamafio, un incremen-
to en la proporcion de misculo anormal (fundamentalmente debi-
do al incremento de nicleos internalizados) y un mayor niimero
de células satélite que los otros dos grupos. Es interesante sefialar
que los dos grupos de enfermos mostraban un aumento de fibras
anormales o con signos de inflamacion (indicativo de lesion mus-
cular) respecto del grupo control. Se observé una correlacion
positiva entre el tamafio de las fibras de tipo II y tanto la fuerza
del musculo cuadriceps como la distancia caminada en 6 minutos,
y tanto para la poblacion general de pacientes con EPOC (NFFMI
y LFFMI) (1=0,602, p<0,01; y r=0,525, p<0,01, respectivamente),
como especificamente para el grupo de LFFMI (r=0,561, p<0,05;
y 0,525, p=0,05, respectivamente). Por otra parte, el porcentaje de
musculo con fibras anormales o con signos de inflamacion corre-
lacionaba inversamente con la fuerza del cuadriceps, tanto en la
poblacion global de pacientes con EPOC (r=-0,470, p<0,05) como
en el grupo LFFMI en particular (r=-0,584, p<0,05).

Tabla 2. Caracteristicas antropométricas, funcionales y analiticas de los
sujetos del estudio.

Controles Pacientes con EPOC
NEEMI LEEMI
n=10 n=15 n=1s
Sexo (H/M) 8/2 1273 132
Edad (aiios) 62:6 6810 65:9
Peso (Kg) 7612 71212 S1EgHEs 2
IMC (Kg/m?) 2742 2543 182#5%
FFMI (Kg/m?) 19+2 1842 e

Funcién Respiratoria y Muscular, Capacidad de cjercicio

FEVi (% pred) 939 35E11% EIESERS
FVC (% pred) 91:8 S4x15+%% 59:18#%*
FEVI/FVC (%) 7543 46£10%%* 3829wk
RV (% pred) 11716 18858+ 210£71%*
TLC (% pred) 10411 113421 119+18
RV/TLC (%) 4313 6597+ 60£12%5%
DLco (% pred) 102417 HEIE 41x18F5*
Kco (% pred) 9314 592 1Hx% 56:21%%%
PaO; (kPa) 11.3+0.4 8.741.3%%% 9.4+1.8*
PaCO; (kPa) 57405 6.1:0.6 6.0£0.7
Fuerza prensil mano (Kg) 3216 27:8 245*
QMVC (Kg) 42411 30£10%* 25£12%*
6MWD (m) 52850 4455114 379+113%*

Parimetros analiticos

Albumina (g/dl) 45£0.4 42+04 4.6£0.9
Proteinas totales (g/dl) 63+1.5 6.9:0.7 6.7+1.2
VSG (mm/h) 15¢7 29+13* 28+13*
PCR (mg/dl) 16+1.4 0.8+0.7 4244.9% >
Fibrinogeno (mg/dl) 384108 41690* 5354127%
TNF-a (pg/ml) 13.9+4,7 23,347,5%* 24,9+10,3%*
IL-18 (pg/ml) 16,5+4,6 22,5+6,6% 23,6+4,6%*
IL-6 (pg/ml) 199,3+62,8 266,4+76,6* 298,1494,2%%
CK (UI) 85,5+16,3 88,7+51,8 80,0436,6

Valores expresados como media + desviacion estandar. Abreviaturas:
EPOC, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica; H, hombre; M, mujer;
IMC, indice de masa corporal; FFMI, indice de masa magra; FEV,
volumen espiratorio maximo en el primer segundo; pred., predicho; FVC,
capacidad vital forzada; RV, volumen residual; DLco, capacidad de
difusion del mondxido de carbono; Kco, DLco corregida por el volumen
alveolar; PaO», presion parcial de oxigeno en sangre arterial; kPa,
kilopascales; PaCOa, presion parcial de dioxido de carbono en sangre
arterial; QMVC, fuerza isométrica voluntaria del cuadriceps; 6MWD,
distancia caminada en la prueba de marcha de 6 minutos; VSG, velocidad
de sedimentacion globular; PCR, proteina C reactiva; TNF-a, factor de
necrosis tumoral a; IL-1f, interleuquina 1p; IL-6, interleuquina 6; CK,
creatinquinasa; Ul, unidades internacionales. NFFMI, pacientes con BMI
y FFMI dentro de la normalidad; LFFMI, pacientes con BMI y FFMI
reducidos. Significancia estadistica: *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001
entre cualquier grupo de pacientes con EPOC respecto del grupo control. *
, p<0,05; **, p<0,001 entre pacientes NFFMI y pacientes LFFMI.

- Biomarcadores el musculo: A nivel transcriptomico se observo
una mayor expresion de varios de los genes correspondientes a las
fases iniciales del proceso de regeneracién (Pax7, Miogenina y
Myf6) en los pacientes LFFMI. Sin embargo, dicho incremento no
proseguia en los genes relacionados con fases mas tardias. Asi,
MyHS8 permanecia en un nivel similar al observado en el grupo
control (aunque su expresion si estaba aumentada en el grupo
NFFMI), mientras que la expresion de las MyHC adultas se halla-

ba disminuida (figura 1). Ademas, los pacientes LFFMI mostra-
ban una mayor expresion de IL-6 y de los factores de crecimiento
IGF-1Ea y MGF que los restantes grupos (figura 2). Por otra par-
te, la expresion de IGF-1 en estos enfermos correlacionaba signi-
ficativamente o mostraba una fuerte tendencia a hacerlo tanto con
la proporcion de musculo anormal (r=0,691, p<0,01) como la
expresion de los diferentes marcadores secuenciales de regenera-
cion (con Pax7, r=0,549, p<0,05; con Mif5, r=634, p<0,05; con
miogenina, r=0,527, p=0,06; y con Mif6, r=0,502, p=0,07).

En cuanto a los niveles de las proteinas seleccionadas implica-
das en el proceso de regeneraciéon muscular, en el grupo de pa-
cientes LFFMI se observaron niveles de MyoD y Miogenina simi-
lares a los de los otros grupos, pero con disminucion de las iso-
formas de miosina perinatal (MyH8) y adultas (figura 3). En este
mismo grupo de pacientes, los marcadores sistémicos de actividad
inflamatoria correlacionaban con la cantidad de proteina de diver-
sas moléculas relacionadas con la regeneracion muscular (datos
no mostrados).

Tabla 3. Caracteristicas histopatoldgicas del musculo cuadriceps.

Controles Pacientes con EPOC
NFEMI LFEMI
=10 n=15 =15
Caracteristicas de las Fibras
Tipo 1 (%) 4110 25£13%+ 249%*
Tipo 11 (%) 59410 75£13%% T6£9%wx
Area de seccion, fibras tipo I (um?) 2839233 2903517 2285372
Area de seccion, fibras tipo II (um?) 2736529 2446476 20582382
Area global de todas las fibras (um?) 2783360 25324352 2100+307
Estructura muscular
Area total de misculo anormal (%) 1.4240.6 1.66+0.7 248+0.9%%x
Niicleos internalizaos (%) 1.00.5 1.04+0.8 1.840.8% %
Fibras anormales+inflamadas” (%) ~ 0.01:0.02 0.24+0.34* 0.27:0.43*
Células Satélites (%) 1.73+0.87 1.83:096  2.83£1.25%x

Valores expresados como media desviacion estandar. Para abreviaturas ver tablas
anteriores. Significancia estadistica:  *, p<0,05, **, p<0,01, ***, p<0,001 entre
cualquier grupo de pacientes con EPOC respecto al grupo control. ¥, p<0,05 entre
pacientes EPOC NFFML.

507
[] control sano
b [ ePoc NFFMI
EPOC LFFMI
401 |

Vasto lateral, expresion relativa ARNm (u.a.)

Pax7 MyoD Myf5  Miogenina  Myf6 MyH8 MyHC
(perinatal)  adultas

Figura 1. Expresion relativa de los diferentes marcadores de miogénesis
(ARNm) en el musculo cuadriceps. Para la inclusion de todos los marcado-
res en una misma escala, los valores se han normalizado. Abreviaturas:
NFFML, indice de masa corporal (IMC) e indice de masa libre de grasa
(FFMI) dentro de la normalidad; LFFMI, IMC y FFMI reducidos; Pax7,
paired box protein T7; MyoD, factor 1 de diferenciacion; Myf5, factor mio-
génico 5; Myf6, factor miogénico 6; MyHS, isoforma perinatal de la mio-
sina (MyH8); MyHC, isoformas adultas de las cadenas pesadas de miosina.
*, p<0,05, entre controles y alguno de los grupos con EPOC. %, p<0,05
entre los grupos NFFMI y LFFMIL.
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Figura 2. Expresion relativa de (a) diversos marcadores proinflamato-
rios y (b) diferentes moléculas clave en el mantenimiento de la masa
muscular. Para la inclusion de todos los marcadores en una misma esca-
la, los valores se han normalizado. Abreviaturas: TNF-a, factor de ne”
crosis tumoral «; IL-1f, interleuquina 1f; IL-6, interleuquina 6;
IGF-1Ea, isoforma estandar del factor de crecimiento similar a la insuli-
na; MGF: factor de crecimiento mecanico; IGF-1R, receptor especifico
para IGF-1. Resto de abreviaturas ver figura anterior.
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Figura 3. (a) Niveles proteicos de algunas moléculas clave en la miogéne-
sis en pacientes representativos de cada grupo. Para la inclusion de todas
cllas en una misma escala, los valores se han normalizado. (b) Western
blot de diversas proteinas seleccionadas en el estudio. Abreviaturas:
GADPH, gluteraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; **, p<0,01, entre con-
troles y alguno de los grupos con EPOC. *, p<0,01 entre los grupos
NFFMI y LFFML. Para el resto de abreviaturas ver figuras anteriores.

Cultivos celulares

- Propiedades mecénicas de las células (figura 4): Ni la persisten-
cia de trayectoria (datos no mostrados) ni la velocidad de migra-
cion celular fueron significativamente diferente entre los tres gru-
pos del estudio en ninguna de las diferentes condiciones evalua-
das, aunque se observo una cierta tendencia de las células de pa-
cientes LFFMI a ser mas rapidas en sus desplazamientos, sobre
todo en DM suplementado con HGF. Ademas, en condiciones de
DM los miotubos de pacientes LFFMI mostraron mayor fuerza
aplicada sobre el substrato que los de los otros dos grupos. No se
observaron diferencias significativas entre los tres grupos respecto
del tropismo de las células. Interesante sefialar finalmente que en
todos ellos, las células en fase de proliferacion ejercieron mas
fuerza sobre el substrato que las ya diferenciadas.
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- Proliferacion: No se encontraron diferencias significativas en la
capacidad de proliferacion de los mioblastos entre los diferentes
grupos del estudio (datos no mostrados).

- Diferenciacion: Tampoco se observaron diferencias en la expre-
sion génica ni de los diferentes biomarcadores secuenciales del
proceso de regeneracion, ni en los marcadores ligados al mante-
nimiento de la masa muscular o la inflamacién entre los diferentes
grupos del estudio (figura 5). En la misma direccion, y tras 72 h
de induccién de la diferenciacion, tampoco se observaron diferen-
cias significativas en la actividad de la CK.
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Figura 4. Caracteristicas mecénicas de las células en cultivo: (a) MSD3o, des-
plazamiento medio; (b) energia transmitida por la célula al substrato; (c) Fuer-
za de traccion ejercida por las células, el color indica la magnitud de dicha
fuerza, de azul (menor intensidad) a rojo (mayor intensidad). Abreviaturas:

PM, medio de proliferacion; DM, medio de diferenciacion; HGF, factor de
crecimiento de los hepatocitos.
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DISCUSION

Los principales y mas novedosos hallazgos de este estudio son
que las alteraciones en las fases finales del proceso de regenera-
cion muscular que se observan en pacientes con EPOC y baja
masa magra, no han sido detectados en los cultivos celulares de
sus células satélite. Estas se comportan como las de los sujetos
sanos, tanto en sus propiedades mecanicas, como en su capacidad
de proliferacion y diferenciacion. Por otro lado se confirma que
estos pacientes presentan disfuncién muscular periférica global,
que se asocia a inflamacion sistémica. Sus fibras son ademas de
tamafio mas reducido y muestran signos histologicos que sugieren
la presencia de niveles incrementados de lesion y fases iniciales de
regeneracién muscular, lo que se acompafia de un niimero mode-
radamente aumentado de células satélites y de la activacion de los
programas de regeneracion, que sin embargo y como se ha comen-
tado, parecen fracasar en su finalizacion. Todo ello sugiere que la
clave del fracaso de los mecanismos reparadores se halla en el
microambiente tisular presente en los pacientes con EPOC y re-
duccidn de su masa muscular y no en las propias células satélite.

Las alteraciones en la funcion y estructura musculares observa-
das en el presente estudio son consistentes con la literatura previa.
En este sentido, numerosos articulos han reportado que los pacien-
tes con EPOC (sobre todo si se acompana de masa corporal o
muscular reducida) pueden mostrar una reduccion en la fuerza de
los musculos de diferentes territorios, lo que tiene indudables
consecuencias sobre su capacidad de ejercicio, calidad de vida y
mortalidad!'!3¢-38, Con respecto a la estructura muscular, también
existen numerosos trabajos que demuestran que en el cuadriceps
de los pacientes con EPOC se produce un incremento en la pro-
porcion de fibras de contraccién rapida y poco resistentes a la
fatiga’®#!. En cuanto al area de seccion fibrilar existe cierta con-
troversia. En general se acepta que se halla disminuida en sujetos
con peso corporal o masa muscular reducidas'®, aunque autores
como Whittom et al. ha observado dicha disminucion incluso en
pacientes con peso corporal conservado®. El tipo fibrilar determi-
nante de la atrofia no esta claro, para unos autores responde sobre
todo a las de tipo I'* mientras que otros la atribuyen predominan-
temente a las de tipo II*. En el presente trabajo, se observado
atrofia fibrilar s6lo en los pacientes LFFMI, y tanto de las fibras
tipo I como de las tipo II. Ademas, existia una relacion significati-
va entre el tamaflo de estas Ultimas y la fuerza del muasculo. En
este sentido, se sabe que tanto la reduccion en la masa muscular
general como la atrofia fibrilar son potenciales contribuyentes a la
pérdida de funcion del musculo cuéadriceps en pacientes con
EPOC?#2,
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Figura 5. Expresion de diversos marcadores en los cultivos celulares tanto en fase proliferativa (a) como en fase de diferenciacion (b). Para la inclusion de
todos los marcadores en una misma escala, los valores se han normalizado. Abreviaturas, ver figuras anteriores.

A nivel molecular, la pérdida de masa muscular y la atrofia fibri-
lar parecen relacionados con el desequilibrio entre la sintesis y la
destruccion de proteinas'?. Desde una optica celular, se ha sugeri-
do que la atrofia depende en parte de un desequilibrio entre la
presencia por un lado de dafio muscular y actividad nuclear redu-
cida (ligada entre otros factores a la existencia de nicleos apopto-
ticos en estos pacientes)'s, y el fracaso de los mecanismos de
regeneracion muscular por otro'$43. Este ultimo proceso depende
de las células satélite y de la activacion secuencial de una serie de
factores reguladores de la miogénesis (MRFs). Las células satélite
se hallan habitualmente en estado quiescente en el muisculo esque-
lético, activandose ante determinados estimulos como el dafio o la
atrofia musculares. El primero puede aparecer en los pacientes
con EPOC, tanto por efecto del tabaco, como por el ejercicio o
factores ligados a la propia enfermedad****, mientras que el se-
gundo ha sido repetidamente reportado en subgrupos de pacientes
con EPOC!8394647 También algunos farmacos de uso frecuente
en estos enfermos, como los esteroides, pueden activar los proce-
sos de regeneracion®®. Una vez activadas, las células satélite se
diferencian y fusionan con las fibras dafadas o participan en la
formacion de nuevas fibras*. Aunque diversos autores han obser-
vado que el numero de células satélite, claves para este ultimo
proceso, se halla conservado en los musculos de pacientes con
EPOC, incluidos los que asocian bajo peso!$:1946:5051 e ha des-
crito que dichas células se hallan en estado senescente y fracasan
en su funcion regeneradora'®!°. Esta (ltima conclusion deriva
fundamentalmente de los trabajos con pacientes con pérdida de
peso o masa muscular, ya que diversos autores no hallan eviden-
cia de dicho fracaso en enfermos con masa muscular conserva-
da’>%3, Por lo que hace a las células satélite y a la funcionalidad
del programa de miogénesis, los resultados del presente trabajo
son similares a los de otros autores, aunque las diferencias en
parte de las metodologias y en los marcadores seleccionados no
los hagan totalmente superponibles. Se confirma que el nimero de
células satélite se halla conservado y que, en los sujetos con masa
muscular reducida, estas células se hallan incluso incrementadas,
siendo capaces de iniciar el proceso de regeneracion (como indi-
can tanto la expresion de los marcadores bioldgicos més precoces
como el mayor nimero de nucleos internalizados, un signo histo-
logico de fusion reciente de células satélite con las fibras preexis-
tentes)'?. Sin embargo, fracasan los estadios terminales del proce-
so miogénico, tal como expresan diversos marcadores tardios.
Esto podria contribuir a la atrofia muscular que presentan muchos
pacientes con EPOC. Por otra parte, el moderado aumento de
células satélite observado en nuestros enfermos con LFFMI puede
ser interpretado como un intento de respuesta proliferativa a los
potenciales estimulos repetidos presentes en ellos. En estudios
anteriores de nuestro grupo, utilizando microscopia electronica, la
técnica considerada gold standard para la identificacion y el re-
cuento de células satélite, también se han observado ocasional-
mente incrementos en el numero de estas células en los misculos
de pacientes con EPOC3. Finalmente, las pequefias discrepancias
entre los niveles de los marcadores transcriptomicos y las corres-
pondientes proteinas, pueden reflejar una alteracion de los meca-
nismos de regulacion post-transcripcionales, probablemente pre-
sentes en el microambiente muscular de los pacientes con bajo
peso’.

Los elementos mas novedosos y potencialmente provocadores
del presente estudio son los relativos a los cultivos celulares. Asi,
no fue posible encontrar diferencias ni en los marcadores molecu-
lares de proliferacion ni en los de diferenciacion entre las células
musculares procedentes de controles y de pacientes con EPOC, ni
siquiera en el subgrupo LFFMI. El estudio de sus propiedades
mecanicas, ligadas sobre todo a la migracion pero también a la
potencia contractil, tampoco mostr6 deficiencias en las células de
estos Gltimos. Es mas, dichas células exhibian incluso una tenden-
cia a tener mayor velocidad de desplazamiento y sus miotubos
ejercian mayor fuerza sobre el substrato que las de los restantes
grupos. Este es ademas el primer estudio publicado en que se
valoran las propiedades mecanicas ligadas a la migracion de mio-
blastos en pacientes con EPOC, utilizando metodologia cutting-
edge ligada al microscopio de traccion.

Resultados

En contraste con los estudios anteriores, el presente trabajo in-
cluye un numero elevado de sujetos con LFFMI, asi como la eva-
luacion de una serie completa de biomarcadores transcriptomicos,
que alcanza los estadios finales (isoformas tanto perinatales como
incluso adultas de MyHC). Esto se complementa con un método
enzimatico (actividad de la CK) y la determinacion de niveles de
proteinas seleccionadas para ser representativas de las diversas
fases del proceso miogénico, con el fin de valorar también la even-
tual regulacion post-transcripcional, que de existir podria modifi-
car las conclusiones. También se incluyen en el presente estudio
marcadores de moléculas clave en la inflamacion y en el mante-
nimiento de la masa muscular, lo que permite valorar sus relacio-
nes con la miogénesis.

Vistos en su conjunto, nuestros resultados parecen sugerir que la
alteracion en el proceso de regeneracion muscular de los pacientes
con EPOC y LFFMI, estaria inducido por factores externos locales
y no por cambios permanentes en sus células satélite. Aparente-
mente, estos resultados estarian en discrepancia con algunas ob-
servaciones previas. En una de ellas, realizada en musculo, se
demostro el acortamiento de telomeros como expresion de senes-
cencia celular en pacientes con EPOC'S, un cambio que seria per-
manente y persistiria en los cultivos (aunque esto ultimo no ha
sido todavia demostrado). Entre las limitaciones del presente estu-
dio, debe reconocerse que no se ha evaluado la eventual senescen-
cia de las células satélite. En otro trabajo previo, realizado éste en
cultivos celulares, se observo un incremento en algunos de los
factores reguladores de miogénesis en las células procedentes de
pacientes con EPOC (aunque sin distincion respecto al estado de
su masa muscular)!®. En nuestro estudio, dicho incremento no
pudo observarse. Por otra parte, nuestros resultados coincide ple-
namente con un estudio muy reciente, en que se observé una proli-
feracion y expresion de factores miogénicos similar en los cultivos
de células satélite procedentes de enfermos con EPOC y de sujetos
sanos, aunque algunos indicadores estructurales parecian indicar
una fusion algo deficiente de los miotubos en los primeros?.

Como resultados complementarios, en el presente estudio se
observaron algunos cambios en los marcadores inflamatorios
musculares, con aumentos de la expresion de IL-6 y disminucion
en la de IL-1f en los pacientes LFFMI. No se observo correlacion
alguna entre los marcadores sistémicos y locales de inflamacién,
sugiriendo que ambos ambitos no se hallan directamente relacio-
nados. La presencia y funcién de marcadores inflamatorios en los
musculos de los pacientes con EPOC es un tema controvertido, ya
que diversos autores han observado tanto incrementos, como au-
sencia de cambios o incluso disminuciéon de estas
substancias®>*3, Aunque se sabe que tanto IL-6 como TNF-a
son capaces de activar la proliferacion y diferenciacion de las
células satélite a través del aumento de nicotionamida n-metil-
transferasa (NNMT), el incremento de la expresion de la primera
de estas citoquinas en las muestras de los pacientes LFFMI del
presente estudio no proporcion6 una correcta finalizacion de la
miogénesis®.

Respecto de las moléculas ligadas a la regulacion de la regene-
raciéon muscular en el medio tisular®®-®3, hemos observado una
sobreexpresion, tanto de IGF-1Ea como de MGF en los pacientes
LFFMLI, lo que podria indicar un intento de superar el efecto de los
factores con efecto deletéreo. ;Cuales podrian ser dichos factores?
Modelos experimentales han demostrado que tanto moléculas
proinflamatorias como algunos farmacos beta-agonistas y los este-
roides son capaces de dificultar la proliferacion y diferenciacion
miogénica de las las células satélite®-%°. Estudios muy recientes de
nuestro grupo en muestras de pacientes con exacerbacion parecen
apuntar en la misma direccion (datos no publicados). Ademas, las
correlaciones positivas detectadas en el presente estudio entre la
expresion de IGF-1Ea, tanto con el marcador histologico de lesion
como con la mayoria de los marcadores miogénicos refuerzan el
papel de este factor de crecimiento en la respuesta al dafio y en la
regulacion de la capacidad de regeneracion del musculo en los
pacientes. El tema de la expresion de los factores de crecimiento
en el muisculo de dicha poblacion es también un tema controverti-
do, ya que algunos autores han reportado resultados similares a los
del presente estudio®®7, relacionandolos con la infraregulacion de
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MiR-1, mientras que otros han observado disminucion de estos
factores en el misculo de los pacientes con EPOC3:68,

Deben considerarse algunas limitaciones del presente estudio,
asi como sus principales fortalezas. Entre las limitaciones, cabe
mencionar la relativa elevada variabilidad de los anélisis de ex-
presion génica. Por otra parte, y como ya se ha mencionado, el
tamaifio de las muestras musculares no permitio extender el anali-
sis de los niveles proteicos a todas las proteinas en las que si se
disponia del nivel de transcriptoma. Finalmente, el disefio trans-
versal del estudio no permite establecer relaciones de tipo causa-
efecto. En gran parte, estas limitaciones son inherentes a las pro-
pias técnicas y a las consideraciones éticas de los estudios en
humanos. Las principales fortalezas del estudio son la inclusion
de un niimero suficiente de pacientes LFFMI y con atrofia muscu-
lar, ya que esta es precisamente la poblacion diana en que tiene
mayor interés estudiar la regeneracion muscular, y la evaluacion
conjunta de funcion muscular, fenotipo y alteraciones histologicas
de las fibras, densidad de células satélite, expresion muscular de

marcadores inflamatorios y factores de crecimiento, y expresion
paralela en musculo y cultivos celulares de un amplio abanico de
factores de miogénesis. Esto ha permitido también analizar las
interelaciones entre todas estas variables. Finalmente, este es el
primer estudio en que se analizan las propiedades mecanicas de las
células satélite y los miotubos, no sélo de pacientes con EPOC
sino de seres humanos en general. Esto ultimo ha permitido cono-
cer la mayor fuerza de traccion desarrollada por dichas células en
las fases de proliferacion.

En conclusion, el proceso de regeneracion muscular se halla
alterado en sus fases finales en el musculo cuadriceps de los pa-
cientes con EPOC, LFFMI vy atrofia fibrilar. Nuestros resultados
indican que dicha alteracion parece depender fundamentalmente
de factores presentes en el propio paciente, ya que dichas altera-
ciones no se han podido observar en las células satélite una vez
cultivadas. Si estos resultados se confirman abririan las puertas a
la futura identificacion y eventual neutralizacion terapéutica de
dichos factores en los pacientes con EPOC.
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Resultados

4.4. Estudio 4

Inflamacidén y Estrés Oxidativo en los musculos respiratoriosy periféricos
de pacientes con sepsis grave

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

Hipotesis del Estudio 4

La inflamacion y el Estrés Oxidativo estdn aumentados en los musculos respiratorios
y periféricos en pacientes con sepsis.

Objetivo del Estudio 4

En pacientes con sepsis grave en estadios precoces, determinar los niveles de estrés
oxidativo e inflamacidn en sus musculos intercostal externo y vasto lateral, asi como
las posibles alteraciones estructurales.
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Resultados

4.5. Resumen de Resultados

4.5.1. EPOC- Inflamacidn cronica de baja intensidad.

Estudio 1

En situacion basal:

Se confirma que los musculos de los pacientes con EPOC muestran signos de
lesidn y estadios iniciales de reparacion.

Diversos indices de estrés oxidativo, asi como la expresion del enzima
antioxidante Mn-SOD eran superiores en el musculo cuadriceps respecto del
intercostal.

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

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

Presentaron una mejoria significativa de la carga maxima tolerada y del consumo
de oxigeno (VO,) en la prueba de esfuerzo cardiopulmonar.

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

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

No se observaron diferencias en la composicién fibrilar ni en las alteraciones
estructurales musculares sugestivos de dafio/reparacidn.
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Estudio 2

* El porcentaje de fibras de tipo Il y la presencia de un viraje fibrilar hacia fibras de
tipo Il se asocian a un incremento de la mortalidad en pacientes con EPOC que
tenian un FEV_ inferior al 50%.

Estudio 3

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

* En pacientes con EPOC con y sin bajo peso se observé un mayor porcentaje de
fibras de tipo Il. Por otra parte, en el grupo de pacientes con EPOC y bajo peso,
se observd una area de corte transversal de las miofibras inferior al resto de
grupos (atrofia).

* En ambos grupos de pacientes con EPOC se observd un aumento de signos
indirectos de dafio muscular (fibras inflamadas y fibras anormales/inviables), en
el porcentaje de nucleos internalizados y de células satélite en el musculo.

* En el musculo cuddriceps de los pacientes con EPOC y bajo peso se observd un
incremento en la expresion de los genes de PAX7, MYOG y MYF6 (fases iniciales
de la regeneracién muscular), pero un descenso en la expresion de los genes de
MYHS8 y correspondientes a la Miosina Adulta (que intervienen en las fases finales).

* En el tejido muscular se observé también un incremento significativo de la
expresidn de IL-6 y una sobreregulacion de la expresion de IGF-1 y MGF en los
pacientes con EPOC y bajo peso respecto del resto de grupos.

* Los niveles de proteinas implicadas en el proceso de regeneracién en el musculo
cuadriceps, se mantuvo un perfil similar al de los transcriptomas, con un descenso
en los niveles relativos de la Miosina neonatal (MyH8) (fases finales del proceso)
en el grupo de pacientes con EPOC y bajo peso respecto el resto de grupos.

* Enloscultivosprimarios, nose observarondiferenciassignificativasenlacapacidad
de migracién, de proliferacidn ni en la capacidad de diferenciacion. Tampoco se
observaron diferencias en la expresidn de genes clave de regeneracion muscular
entre los grupos de estudio.

Resultados

4.5.2. SEPSIS- Inflamacion aguda de elevada intensidad.
Estudio 4

En el musculo intercostal externo de pacientes con Sepsis:

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

Se observd un incremento en los valores de ARNm del TNF-a y sus receptores
(Rl'y RII), IL-1B, IL-6 y el marcador CD18.

En el musculo cuadriceps de pacientes con Sepsis:

Se observé un incremento de grupos carbonilos y aductos proteicos de HNE, asi
como en los valores de proteinas nitradas.

Mostraron un aumento en la expresion de TNF-a y sus receptores (Rl y RIl), IL-16,
IL-6 y el marcador CD18.
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5. Discusion

La presente tesis doctoral confirma que existen una serie de alteraciones bioldgicas
relevantes en los diversos grupos musculares de pacientes, tanto con EPOC como
con sepsis. Estas alteraciones afectan en algunos casos a musculos respiratorios y
a musculos periféricos, sugiriendo factores causales fundamentalmente sistémicos.
En otras ocasiones, por el contrario, los hallazgos son particulares para cada uno
de dichos grupos musculares, lo que sugiere una causa de indole mas local. Los
hallazgos mas relevantes se discuten a continuacion. De hecho, ahondar en las
causas y consecuencias de la alteracidn muscular respiratoria y periférica en estos
dos modelos de enfermedades inflamatorias es el principal elemento comun de los
diversos estudios que conforman esta tesis doctoral.

5.1. Aportaciones

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

Por otra parte, nuestro estudio también confirma que los mencionados cambios
fibrilares se acompafian de estrés oxidativo, lesion estructural e inicio de regeneracién
muscular (estudios 1y 3) (57-59, 129, 135, 172, 201-210). Aunque no se incluyé en
la version final publicada del estudio 1 (ver tabla 4 en el Addendum a Resultados
del estudio 1), y también como elemento novedoso, diversos indices de estrés
oxidativo, asi como la expresidn del enzima antioxidante Mn-SOD eran superiores
en el musculo cuddriceps respecto del intercostal. Esto sugiere que factores
locales, quizds relacionados con la actividad de cada musculo, puedan actuar como
moduladores del estrés oxidativo local, lo que a su vez puede parcialmente explicar
la diversidad fenotipica en los musculos de estos pacientes.

Como se ha mencionado, la presente tesis también demuestra que los signos de
lesidn coexisten con la activacién del programa de regeneracion muscular a nivel
del cuadriceps, pero fracasan parcialmente en los estadios finales de la miogénesis
en pacientes con masa muscular reducida (estudio 3). Sin embargo, y como
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muestran los resultados obtenidos in vitro, dichas alteraciones no se mantienen al
aislar las células satélite del microambiente del paciente. Este es el primer estudio
gue demuestra que la alteracién en la miogénesis de los musculos periféricos de
pacientes con EPOC (elemento que si habia sido observado por autores previos),
parece depender de factores presentes en el propio enfermo, y no de cambios
permanentes en sus células regeneradoras del musculo. Si en estudios futuros es
posible identificar dichos factores, ello podria abrir nuevas vias de tratamiento en la
atrofia y la disfuncién musculares asociadas a la EPOC.

Si nos centramos en los resultados del entrenamiento en los pacientes con EPOC
(estudio 1, fase longitudinal), sorprende que a pesar de que la terapia aplicada
puede considerarse como de elevada intensidad, no se produjeron cambios
bioldgicos relevantes, aunque si una mejoria en algunos outcomes clinicos. Es
decir, no aumentd el nivel de estrés oxidativo o los signos de lesién/regeneracion
muscular en ninguno de los dos musculos. Debe sefialarse que este es también
el primer articulo en que se valoran los signos de lesién y regeneracién (analisis
histoldgico) tras el entrenamiento de pacientes con EPOC. La sorprendente falta de
cambios bioldgicos puede responder a diversas razones. Por un lado, la adecuada
duracidn del programa de rehabilitacidn, que se ha visto que neutraliza los efectos
deletéreos del ejercicio intenso (173). Esto podria explicar la ausencia de aumento
de estrés y de dafio tisular, pero es mas dificil de aceptar para la falta de cambios
en las proporciones fibrilares. Existen dos explicaciones alternativas, que encajarian
mejor con nuestros resultados. O bien la combinacién de elementos aerébicos y
anaerdbicos en el entrenamiento produjo un resultado bidireccional, mdtuamente
neutralizante de los efectos; o bien la gravedad de los pacientes permitié conseguir
s6lo un cumplimiento suficiente para el condicionamiento cardiovascular (mejoria
en la capacidad de ejercicio) pero no para el muscular.

Respecto de la sepsis (estudio 4), que supone un modelo mucho mas agudo e intenso
de cascada inflamatoria que la EPOC, nuestro estudio demuestra que se produce
un intenso incremento en el estrés oxidativo, pero que éste se limita al musculo
periférico. Esto sugiere la modulacion de la agresién inflamatoria sistémica por
factores locales, probablemente la actividad muscular (cabe pensar que disminuida
en el cuadriceps y elevada en el musculo respiratorio durante la sepsis). Por otra
parte, los componentes celulares ligados a la inflamacidn en el propio musculo, no
mostraron cambios ni en el el cuadriceps ni en el intercostal, contrastando con el
intenso incremento de varias de las principales citoquinas proinflamatorias y sus
receptores en ambos musculos. Esta es la primera vez que se dispone de datos
musculares de los grupos respiratorio y periférico en pacientes con sepsis, y los
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resultados pueden también ser potencialmente utiles en la busqueda de nuevos
elementos para la terapia (p.e. movilizacidn precoz de musculos periféricos, uso de
esteroides sistémicos o terapias bioldgicas en la fase mas aguda de la enfermedad).
Como ya se ha comentado, la miopatia y neuromiopatia del paciente critico son
un grave problema en las unidades de cuidados intensivos, y condicionan la vida
del paciente tras el alta. Estas entidades limitantes derivadas de la sepsis y sus
circunstancias asociadas son de origen multifactorial, pero uno de sus elementos
principales es la infeccidn/inflamacion, siendo insuficientes los tratamientos
actuales.

5.2. Relevancia de este tipo de estudios

Como se ve, la afectacién funcional del musculo esquelético estd presente de forma
importante tanto en los pacientes con EPOC (88, 100-102) como en los aquejados de
sepsis (177, 179, 181). La importancia fundamental de los diversos estudios incluidos
en la presente tesis es la identificacion y mejor conocimiento de los fenédmenos
biolégicos que subyacen a la disfuncion muscular en estas dos entidades. Dicho
conocimiento puede permitir tanto obtener marcadores bioldgicos de afectacion o
prondstico, como orientar hacia nuevas terapias para dicha disfuncioén.

5.3. La EPOC, una inflamacion crénica de baja intensidad

La disfuncién de la musculatura periférica y la limitacion funcional en la EPOC son
hallazgos coherentes con la literatura previa. En este sentido, ya Gosselink et al.
observaron un descenso de la capacidad de ejercicio y en la fuerza del diversos
musculos (cuadriceps, grupo prensil de la mano, grupos inspiratorio y espiratorio) en
pacientes con EPOC (102, 107). Esto es debido a diversos factores; unos sistémicos,
que afectan a todos los grupos musculares, y otros locales, que modulan los diversos
fendmenos en cada grupo o musculo. Entre los primeros estd la pérdida de peso
y masa muscular, que por si mismas ya empeoran el prondstico vital del paciente
(91, 108, 122), como sucede también con la propia disfunciéon muscular periférica
(124). Esta es una de las razones de haber incluido pacientes con y sin pérdida de
peso y masa muscular en el estudio 3, ya que los mecanismos bioldgicos presentes
en sus musculos podrian ser diferentes, como confirman nuestros resultados. Por
otra parte estdbamos muy interesados en conocer los mecanismos celulares de la
atrofia muscular que presentan estos enfermos. Hoy en dia parece claro que los
mecanismos moleculares y metabdlicos pasan por un desequilibrio entre la sintesis
y la pérdida de proteinas, inducido por diversos factores catabdlicos (39, 46, 51, 85,
211). Sin embargo, el tema de los mecanismos celulares no es tan claro, en especial
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por lo que hace al estado de la regeneracion. Se sabe que existe apoptosis y por
tanto, “insuficiencia nuclear” (término que quiere indicar déficit en su misidon de
inducir la sintesis de proteinas) y lesidn en diversas estructuras, pero es todavia
poco conocido el estado de los mecanismos reparadores. Nuestro estudio confirma
la puesta en marcha de los programas de regeneracién (hay un adecuado nimero
de células satélite, que ademds se activan como muestran tanto la presencia de
nucleos internalizados como de marcadores transcriptomicos precoces) (131, 132).
Sin embargo, la ejecucién de dichos programas parece fracasar en las fases finales
(132), lo que explicaria en parte el fenotipo ineficiente de los musculos periféricos en
los pacientes EPOC con baja masa muscular. Como ya se ha mencionado, pequeiias
diferencias con otros autores en la expresién de uno u otro marcador probablemente
dependan de las metodologias empleadas. En la presente tesis doctoral se han
explorado también elementos no estudiados en estudios previos, como es el caso de
las relaciones entre el programa de miogénesis y tanto los factores de crecimiento
mas importantes implicados en el mantenimiento de la masa muscular (212, 213),
como las principales citoquinas proinflamatorias, observandose que existe una
sobreexpresion de diversos de estos Ultimos marcadores, que ademds muestran una
relacion positiva con la miogénesis. Respecto a los factores de crecimiento, nuestros
resultados son similares a los de diversos estudios previos (200, 214), aunque estan
en desacuerdo con lo observado por otros grupos, que han reportado una menor
expresion en el musculo de pacientes con EPOC y pérdida de peso (212, 215, 216).
En cuanto a las citoquinas proinflamatorias se discute un poco mas adelante. Cabe
mencionar aqui que nuestro propdsito inicial era estudiar también los mecanismos
de lesién y regeneracion en el principal musculo respiratorio, el diafragma, pero
lamentablemente dificultades importantes en el cultivo de sus células satélite han
impedido la inclusién de dichos resultados en la presente tesis doctoral.

Por otra parte, nuestros estudios confirman una serie de fendmenos conocidos en
la biologia de los musculos de los pacientes con EPOC. Es el caso de la composicién
fibrilar, con adaptaciones divergentes en musculos periféricos y respiratorios. En los
primeros sobre todo, es bien conocido el incremento en el porcentaje de fibras de tipo
11(57,111,113,199-201), poco resistentes a la fatiga pero de contraccién mas potente.
Cabe destacar que nuestro hallazgo con otros grupos europeos de este viraje en el
fenotipo fibrilar se asocia a un incremento en la mortalidad en los pacientes graves
o0 muy graves. La relacidn entre la atrofia o la disminucién de la fuerza muscular con
la mortalidad se habia demostrado previamente en pacientes con EPOC (124, 160),
pero no se conocia que lo mismo sucede con los porcentajes fibrilares. El tamafio de
las fibras musculares también se hallé disminuida en los pacientes con EPOC y bajo
peso, en consonancia con diversos estudios previos (108, 109, 111, 112). En cuanto a
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los intercostales externos, se ha observado en la presente tesis una ligera tendencia
a tener incrementado el porcentaje de fibras aerdbicas. Esta adaptacién, similar a
la que se ha observado en el diafragma (217), no sorprende si se considera que este
musculo participa activamente en la inspiracidn de los pacientes con EPOC (46, 51,
85). En ellos el diafragma se halla en una deficiente disposicién para cumplir con su
cometido como principal musculo inspiratorio. Finalmente, y también relacionado
con la histologia, nuestros resultados en los estudios 1 y 3 confirman la presencia
de signos indirectos de dafio muscular, en linea también con estudios precedentes
del grupo (207).

En cuanto a los fendmenos de estrés oxidativo e inflamacidn, ademas de las
aportaciones novedosas antes comentadas, los presentes estudios confirman
hallazgos anteriores, fundamentalmente de nuestro propio grupo. Asi, el
desequilibrio entre elementos oxidantes y antioxidantes se halla roto en los musculos
respiratorios y periféricos de los pacientes con EPOC a favor de los primeros,
encontrandose evidencias de estrés (8, 27, 55, 59, 88, 90, 133, 205, 206, 210, 218).
Por otra parte, en uno de los estudios incluidos en la presente tesis se confirma que
existen algunos cambios en la expresién de citoquinas en el musculo cuddriceps
de los pacientes. Como ya se ha mencionado anteriormente, existe debate en la
literatura respecto de dicha expresion, y asi existen trabajos que han demostrado
tanto aumento como ausencia de cambios o disminucién en dicha expresién (58,
196, 200, 215). Probablemente estas diferencias se deban tanto al estudio de
poblaciones con caracteristicas diversas, como a las metodologias empleadas.
Sin embargo, el estudio mas extenso, que incluyé enfermos de Espafia, Holanda y
Reino Unido, concluyd que dicha expresidn estaba fundamentalmente conservada
o disminuida en el cuadriceps de los pacientes sin bajo peso (58). Dicho trabajo dio
pie a un editorial sobre las diversas propiedades deletéreas y positivas (estas ultimas
basicamente ligadas a la regeneracién) de las citoquinas en el musculo.

Finalmente, hemos observado los efectos del ejercicio intenso en un programa de
entrenamiento de duracién suficiente, confirmando como ya se ha dicho las mejoras
en outcomes generales, aunque sin poder observar modificaciones en la biologia del
musculo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en estudios previos (193),
aunque difieren de los observables cuando el programa es excesivamente corto, o se
trata de ejercicios intensos pero esporadicos en enfermos no entrenados. En estos
casos si se produce un incremento en la produccién de oxidantes, con descenso
significativo de la capacidad antioxidante en el muisculo cuadriceps de los pacientes,
sin mejoria clinica significativa (81, 164-166).
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5.4. SEPSIS- Inflamacidn aguda de elevada intensidad

Se confirma el incremento de marcadores de estrés oxidativo e inflamacién en
los musculos periféricos de pacientes con sepsis grave respecto, a la vez que por
primera vez se muestran resultados que indican lo que realmente sucede en un
musculo respiratorio de pacientes con sepsis en condiciones clinicas. En concreto,
no aparece estrés oxidativo, aunque si una expresién aumentada de diversos
marcadores proinflamatorios. La ausencia de estrés oxidativo en el intercostal no
era previsible dados los resultados previos en modelos animales. A través de dichos
modelos se sabia de la presencia de marcadores de estrés oxidativo y nitrosativo
en el diafragma séptico, y que éstos desempefian un papel clave en el deterioro
de la contraccién muscular (55, 56, 219-221). Probablemente esto ultimo sea
consecuencia de la alteraciéon de diversas estructuras y enzimas clave en el desarrollo
de dicha funcion. Es el caso de la oxidacién de la la actina, la creatinaquinasa, y otras
enzimas clave en la glucdlisis o en la sintesis de ATP (56). Como se ha mencionado,
es posible que nuestros resultados se deban en parte a la diferente actividad de
cada musculo en el paciente con sepsis. Como musculo auxiliar de la ventilacién, el
intercostal probablemente desarrollé contracciones de baja intensidad, que podrian
haber desempefiado un papel “protector”, previniendo el incremento de especies
reactivas. Por el contrario, se sabe también por modelos animales que el diafragma se
ve obligado a desarrollar contracciones musculares intensas y repetidas en la sepsis,
que si estimularian dicho incremento, explicando los resultados alli observados
modelos (81, 170-172). Cabe pensar que el cuadriceps, por el contrario, se halle
bastante inactivo en un sujeto séptico, siendo conocido el efecto favorecedor
de la inactividad en el desarrollo de estrés (222). En cuanto al incremento en la
expresion de la citoquinas proinflamatorias en ambos musculos, pero sin cambios
en las células homadnimas, probablemente se explique por la sintesis de las primeras
en las propias fibras musculares. Estos resultados estdn en la misma linea que
los publicados previamente en modelos animales de endotoxemia (180, 223). El
aumento observado en la expresion de citoquinas proinflamatorias en los musculos
podria contribuir a la disfuncién ventilatoria y muscular periférica que aparece a
las pocas horas de evolucién del cuadro séptico. Como se ha mencionado, dicha
disfuncién tiene efectos muy deletéreos sobre el prondstico vital o la la posterior
eventual recuperacién del paciente, una vez superado el episodio agudo de sepsis.
Finalmente, no sorprende la ausencia de cambios en la estructura muscular de los
pacientes, ya que de ocurrir probablemente precisan de una mayor evolucion de la
enfermedad. Nuestro propdsito era estudiar precisamente los cambios biolégicos
mas precoces que ocurren en el musculo.

Discusion

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

En segundo lugar, el disefio transversal de tres de los estudios limita la capacidad de
establecerrelaciones causa-efecto. Nuevamente, existen limitaciones caracteristicas
de estudios invasivos en seres humanos. Sin embargo, si han permitido establecer
asociaciones. Por otra parte, la determinacion de biomarcadores cuya aparicion
es seriada y la complementacion con cultivos celulares en uno de los estudios
incluidos, permiten especular razonablemente con la secuencia temporal de eventos
miogénicos.

En el primer estudio, una importante limitacién fue la falta de grupo control. Sin
embargo, la necesidad de realizar biopsias repetidas y tanto de musculo periférico
como toracico no permitioé conseguir el permiso del comité ético.

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

Por ultimo, dada la limitada muestra disponible en las biopsias musculares, algunas
técnicas que hubiesen sido complementarias, o la determinacién de niveles de
proteinas adicionales de interés no fueron posibles. Nuevamente, se trata de
limitaciones intrinsecas a estudios invasivos en seres humanos, que condicionan el
tamafio de las muestras bioldgicas.
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6. Conclusiones

Existe una evidencia sélida sobre la presencia de alteraciones bioldgicas
musculares tanto en los pacientes con EPOC (inflamacién crénica de baja
intensidad), con y sin masa muscular reducida, como en los pacientes con
Sepsis grave.

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

También se confirma la presencia de dafio y estrés oxidativo en musculos
periféricos y respiratorios de los pacientes, asi de como de lesion estructural,
incremento en la expresién de factores de crecimiento, cambios en la expresién
de citoquinas inflamatorias, nimero adecuado de células satélite y activacién de
los programas de regeneracion en los primeros. Sin embargo, en los pacientes con
masa muscular reducida parecen fracasar los estadios finales de la miogénesis.

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

Un entrenamiento con ejercicio intenso y duraciéon adecuada es capaz de
inducir la mejoria clinica del paciente, sin provocar fendmenos deletéreos en
el musculo esquelético.

En los enfermos con sepsis grave en fase precoz se produce un aumento en la
expresion de citoquinas proinflamatorias tanto en sus musculos respiratorios
como periféricos. Sin embargo, sélo los segundos muestran signos de estrés
oxidativo. Ambos fendmenos bioldgicos podrian estar implicados en la
disfunciéon muscular presente en la sepsis, siendo las diferencias entre ambos
grupos musculares probablemente atribuibles a la actividad de cada uno en las
horas previas.
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7. Perspectivas de futuro

En la actualidad se estan llevando a cabo varios estudios como evolucién de los
resultados de los estudios que se incluyen en la presente Tesis doctoral. En
primer lugar, el hallazgo de que existe una alteracién en el proceso de reparacion-
regeneracién muscular en los pacientes con EPOC con el potencial regenerativo de
las células satélite preservado nos indica que dicha alteracidn podria encontrarse
en el microambiente muscular. Asi, se estan llevando a cabo cultivos celulares de
mioblastos expuestos a suero obtenido tanto de sujetos sanos, como de pacientes
con EPOC estable y enfermos con exacerbacién de su enfermedad. Cabe destacar
gue recientemente hemos hallado un bloqueo en el proceso de diferenciacion
de los mioblastos sometidos a suero de pacientes con EPOC agudizada (224). En
la actualidad se esta definiendo también el papel de los corticosteroides en estos
hallazgos, puesto que también hemos observado que la metilprednisolona aplicada
directamente sobre los cultivos celulares en concentraciones estandar, produce
efectos similares a los del suero de pacientes exacerbados.

Como ya se ha mencionado, se hallan en fase final los estudios de cultivos de
mioblastos obtenidos del diafragma de pacientes y de sujetos control (funciéon
pulmonar normal), que permitiran elucidar cual es el estado de la regeneracion
muscular en dicho musculo.

Por otra parte, en la actualidad también se esta valorando la utilidad de la saturacién
tisular de oxigeno (StO,) en el manejo y el prondstico de pacientes con agudizacion
de su EPOC y de pacientes con Sepsis. En este sentido, hemos observado que
los pacientes con EPOC muy grave (GOLD IV) presentan unos niveles de StO, en
el musculo intercostal inferiores a los del grupo control, y que se correlacionan
significativamente con la carga maxima tolerada en la prueba incremental de cargas
inspiratorias.
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9. Addendum

Aprovechando la revisidn bibliografica realizada para la introduccidn de la presente
Tesis Doctoral, se ha aceptado para su publicaciéon en 2015 el articulo de revisién
titulado “Muscle dysfunction in COPD: Update on causes and biological findings”



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



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





	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco



