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RESUMEN

La disfuncion muscular es una importante afectacion sistémica en la EPOC, con un
origen multifactorial e impacto en la actividad fisica, capacidad de ejercicio, calidad de
vida y mortalidad de los pacientes. Hasta el momento se sabe que existen diferencias
clinicas, funcionales y bioldgicas de la enfermedad en relaciéon al sexo. Sin embargo no
se ha analizado en profundidad si existen también diferencias respecto de la disfuncion
y estructura muscular. Objetivo: Analizar las diferencias en la presentacién clinica y
especificamente en la funcidn, estructura y biologia musculares, en funcién del sexo.
Métodos: Se incluyeron 21 mujeres y 19 hombres con EPOC estable asi como 8 mujeres
y 7 hombres sanos. Se analizaron variables clinicas, de funcién pulmonar y muscular,
actividad fisica y capacidad de esfuerzo asi como marcadores de inflamacion sistémica y
pulmonar (condensado exhalado). Ademas se realiz6 biopsia abierta del vastus lateralis
del cuddriceps a todos los sujetos, estudidndose la estructura (tipo y tamafio de fibras, asi
como signos histoldgicos de dafio-regeneracion) e inflamacidn musculares. Resultados:
Las pacientes con EPOC presentan mas signos histoldgicos de dafio en el musculo
cuadriceps que los hombres con la enfermedad a pesar de que los niveles de afectacion
funcional, estado nutricional, inflamacion sistémica y actividad fisica fueron similares.
Este fendmeno era evidente aln en estadios moderados de la enfermedad. Sin embargo,
los signos precoces de regeneracion muscular fueron inferiores en las mujeres con EPOC
respecto de los varones. Asi mismo, el shift hacia un aumento en la proporcion de fibras
de tipo Il fue también inferior en las mujeres con EPOC. Asimismo, las mujeres con EPOC
presentan mayor disminucion de fuerza muscular, de la capacidad de esfuerzo y de los
niveles de vitamina D, asi como una tendencia a una superior percepcion de la disnea.
También se confirma la ausencia de relaciones en los niveles de inflamacién entre los
compartimentos sistémico, pulmonar y muscular. Conclusiones: Las mujeres con EPOC
presentan una afectaciéon muscular diferenciada de los varones con mayores signos de
dafio, menores de reparacion y menor shift hacia fibras de tipo Il. Existen diferentes
factores que se asocian a la afectaciéon muscular en estas mujeres, como los niveles de
vitamina D, la hipoxia o el nivel de actividad fisica, aunque no pueden descartarse otros
como la accion estrogénica que también podrian contribuir a estas diferencias.
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ABSTRACT

Skeletal muscle dysfunction is an important systemic manifestation of the COPD. This
dysfunction has a multifactorial origin that provokes significant impact on physical
activity, exercise tolerance, quality of life and mortality of the patients. Several studies
have showed differences related to gender in disease expression including symptoms,
functional aspects and biology, however the effect of gender in muscle dysfunction in
COPD is so far an unexplored area. Aim: to determine whether gender modifies clinical
presentation and functional status of the disease, with special focus on muscle structure,
biology and function. Methods: 21 female and 19 male COPD patients as well as 8
healthy women and 7 healthy men were consecutively recruited. Anthropometry, body
composition, lung function, symptoms, health-related quality of life, physical activity,
limb muscle function, exercise capacity, markers of systemic and pulmonary (breath
condensate) inflammation were assessed in all the subjects. Open biopsies of the vastus
lateralis muscle were obtained in all the subjects and analysis of muscle structure (fiber
typing, fiber size and muscle damage-regeneration signs) and muscular inflammation
were performed. Results: COPD women showed more evident histological signs of
muscle injury in quadriceps muscle than COPD men in spite of similar functional and
nutritional impairment, systemic inflammation and physical activity between both groups.
This phenomenon was evident even in moderate stage of the disease. However the early
regeneration signs were lowerin COPD women compare to COPD men. Moreover, muscular
shift from type | to type Il fibers was also lower in women COPD in comparison with COPD
men. Furthermore, women COPD showed lower quadriceps force, exercise capacity and
vitamin D and higher perception of dyspnoea in COPD women. It also confirms the lack
of relationship between systemic, pulmonary and muscular inflammation. Conclusions:
COPD women show differences in muscular structure compared to COPD men with more
signs of injury, less signs of regeneration and lower shift from type | to type Il fibers.
There are some factors related to muscular dysfunction in COPD women as vitamin D
levels, hypoxia or level of physical activity, however other factors as oestrogens activity
could also contribute to these differences.
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ABREVIATURAS

25 (OH) VitD: 25-hidroxivitamina-D

o1-AT: al-antitripsina

ADN: Acido desoxiribonucleico

AMP: Adenosin monofosfato

AP-1: Activador de proteina-1

ARN: Acido ribonucleico

ATS: American Thoracic Society

BODE: Body mass index, Airflow Obstruction, Dysnea and Excercise capacity
Ca: Calcio

CAT: COPD Assessment Test

CO,: Dioxido de carbono

CPK: Creatina fosfoquinasa

CYP: Citocromo P450

CSA: Cross sectional area

DE: Desviacion estandar

DLCO: Capacidad de trasferencia de CO

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ERa: Receptor estrogénico alpha

ERp: Receptor estrogénico beta

ERS: European Respiratory Society

FEV. Volumenespiratorio forzado en el primer segundo
FFMI: Fat free Mass Index

G-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos
GH: Hormona de crecimiento

GOLD: Global Iniciative for Chronic Obstructive Lung Disease
GOT: Transaminasa glutdmico oxalacética

HDAC: Histona deacetilasa

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos

hsCRP: Proteina C-reactiva de alta sensibilidad

IgE: Inmunoglobulina E

IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina

IFN-v: Interferon -gamma

IL: Interleuquinas

IMC: indice de masa corporal

IMIM: Instituto de Investigacién Médica

LABA: Agonista 32 de larga duracion

LDH: Lactate deshidrogenasa

LAMA: Anticolinérgicos de larga duracién



LT: Leucotrieno

LTB,: Leucotrieno B,

M-caderina: Caderina aislada en el tejido muscular
MET: Equivalente metabdlico

Mg: Magnesio

MGF: Factor de crecimiento mecdnico

MMRC: Escala modificada del Medical Research Council
MMP: Mieloperoxidasa

MRF-4: Factor miogénico regulador 4

MyHC: Cadena pesada de la miosina

MyHC-emb: Isoforma embrionaria de la miosina
MyHC-peri. Isoforma perinatal de la miosina

MyoD: Proteina 1 de diferenciacidon miogénica
Myf-5: Factor miogénico 5

MyoG: Factor de miogenina

NETT: Emphysema Treatment Trial

NFkB: Factor nuclear kappa beta

P: Fosforo

Pax: Paired box protein

PECAM: Molécula de adhesién celular plaquetaria endotelial
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDE-4: Fosfodiesterasa 4

PTH: Hormona paratiroidea

QMVC: Contraccién isométrica maxima del cuadriceps femoral
RV: Volumen residual

SGRQ: Saint George Respiratory Questionnaire
SOD: Superoéxido dismutasa

SP-D: Proteina D surfactante

TAC: Tomografia axial computerizada

TGF-B: Factor de crecimiento transformante

TLC: Capacidad pulmonar total

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alpha

TNFR1: Receptor tipo 1del TNF-a

TNFR2: Receptor tipo 2 del TNF-a

UA: Unidades arbitrarias

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
VO,: Consumo de oxigeno
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I. INTRODUCCION

1. Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
1.1 Definicion

La enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) es una entidad prevenible y
tratable, caracterizada por una limitacion al flujo aéreo que no es totalmente reversible
(1. Esta limitacion al flujo aéreo es normalmente progresiva y estd asociada a una
respuesta inflamatoria anormal del pulmén ante determinadas particulas nocivas o
gases, principalmente las derivadas del humo del tabaco. Aunque afecta principalmente
al pulmon, también tiene importantes consecuencias sistémicas. Las exacerbaciones y
comorbilidades contribuyen también a aumentar la gravedad de la enfermedad (2).

El diagndstico de limitacidn al flujo aéreo se realiza por medio de la espirometria forzada,
en la cual se debe constatar una disminucion en el cociente entre el volumen espirado en
el primer segundo (FEV ) y la capacidad vital forzada (FVC), que ha de ser menor de 70%
después de la prueba broncodilatadora (1.

Clasicamente se ha clasificado la gravedad de la EPOC segun el FEV, (expresado como %
del valor de referencia, seguin grupo étnico, género, edad, peso y talla) obtenido en fase
de estabilidad clinica.

La clasificacion del ultimo consenso entre la American Thoracic Society (ATS) y la
European Respiratory Society (ERS) del afio 2004 es la siguiente (2):

GRAVEDAD de la EPOC %FEV /FVC FEV (% ref)
En riesgo >70 >80%
Leve <70 >80%
Moderado <70 80-50%
Grave <70 30-50%
Muy grave <70 <30%

Tabla 1: Clasificacion de la gravedad de la EPOC segun la ATS-ERS 2004



1.2 indices multidimensionales

La medicién unica del FEV, ya no parece ser suficiente para valorar adecuadamente la
gravedad de la enfermedad, debiéndose considerar otros aspectos como los sintomas
del paciente, la capacidad de ejercicio, el riesgo de exacerbaciones, la presencia de
comorbilidades oelestado nutricional. A continuacién se describenlas nuevasclasificaciones
de la EPOC segun su gravedad, que ademas tienen implicaciones prondsticas.

1.2.1 indice BODE

El indice de BODE (Body mass index, Airflow Obstruction, Dysnea and Excercise capacity)
es una escala multidimensional de 10 puntos en los que las puntuaciones mds altas indican
mayor riesgo de muerte por EPOC. Este indice integra cuatro variables: la obstruccion
bronquial medida con el FEV,, la capacidad de esfuerzo expresada mediante los metros
caminados en la prueba de marcha de 6 minutos, el estado nutricional evaluado por el
indice de masa corporal (IMC), y finalmente el grado de disnea utilizando la escala mMRC
(escala modificada del Medical Research Council) (3). En la siguiente tabla se muestran

cdémo se puntuan cada una de estas cuatro variables:

FEV, (%) 50-64

36-49

Distancia, prueba 6 minutos (m) 2350 250-349 150-249 <149

IMC (kg/m?) <21 <21

Puntuacion escala disnea mMRC 0-1 2 3 4

Tabla 2. Variables y valores asignado para el célculo del indice BODE



Deestaformaseintegrala EPOC como unaentidad clinica con afectacion multidimensional.
Posteriormente se realiza la suma de puntos asignados a cada una de las cuatro variables,
clasificando asi a los pacientes con EPOC en cuatro cuartiles segun el valor del indice
BODE. Los pacientes en el cuartil mas alto (valor de BODE entre 7 y 10) presentan una
mortalidad del 80% a los 52 meses, mientras que los que se incluyen en el cuartil 1 (indice
BODE entre Oy 2) tienen una mortalidad a los 52 meses de Unicamente el 20% (3, 4) (Tabla
3). Elindice BODE es por tanto una clasificaciéon de la EPOC que predice mortalidad tanto
por causas exclusivamente respiratorias como por todas las causas (3, 4).

Puntuacion en escala BODE Mortalidad global al afio

0-2 puntos 20%
3-4 puntos 30%
5-6 puntos 40%
7-10 puntos 80%

Tabla 3. Mortalidad segun la puntuacién del indice BODE

1.2.2 Clasificacion GOLD

Lainiciativa global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (GOLD) recomienda
la utilizacién de un sistema multidimensional basado en el grado de limitacidn al flujo aéreo
(FEV, post-broncodilatador), sintomas, riesgo de exacerbaciones y comorbilidades. De
esta forma, clasifica a los pacientes en 4 categorias: GOLD A, B, C 6 D, con implicaciones
terapéuticas ().

® |aevaluacion del grado de limitacion al flujo aéreo se realiza por medio de la espiro-
metria forzada. GOLD 1: FEV1280%ref.; GOLD 2: FEV, entre el 80 y 50% ref.; GOLD 3:
FEV, entre el 50 y 30% ref. y GOLD 4: FEV,<30% ref.

® Para la evaluacion de los sintomas se recomienda el uso de cuestionarios validados,
como la prueba de evaluacién de la EPOC (CAT - COPD Assessment Test ) (5) o el
cuestionario clinico para la EPOC (CCQ - Clinical COPD Questionnaire) (6). También
se utiliza la escala mMMRC que proporciona exclusivamente una evaluacion de la disnea.



* La evaluacion del riesgo de exacerbaciones se realiza mediante la recogida del his-
torial de episodios de ese tipo previos y tratados, valorandose la presencia de dos
0 mas por afo.

® Las comorbilidades pueden influir en los indices de mortalidad y hospitalizacién,
por lo que se recomienda buscar su presencia sistematicamente y tratarlas de ma-
nera adecuada.

En la siguiente tabla se muestran cada uno de las categorias de la clasificacién GOLD
para los pacientes con EPOC vy las caracteristicas de cada una de ellas.

Exacerbaciones
por ano

Clasificacion

Paciente Caracteristicas . .
espirométrica

Bajo r’|esgo GOLD 1-2 <1 <10 0-1
Pocos sintomas
Bajo riesgo GOLD 12 <1 210 2
Mas sintomas
Alto riesgo GOLD 3-4 22 <10 04
Pocos sintomas
Alto riesgo GOLD 3-4 22 -10 2
Mas sintomas

Tabla 4: Evaluacion combinada de la EPOC segun GOLD 2014

1.2.3 Clasificacion GesEPOC

En esta clasificacion se identifican cuatro fenotipos o formas clinicas de la enfermedad
segun los cuales se recomienda realizar un tratamiento particular. Los cuatro fenotipos de
la clasificacién GesEPOC son: no agudizador, mixto EPOC-asma, agudizador con enfisema
y agudizador con bronquitis crénica (7). A continuacion se describen brevemente las
caracteristicas de cada uno de estos fenotipos:

® Fenotipo agudizador: incluye a todo paciente con EPOC que presente 2 o mas agu-
dizaciones moderadas o graves al afio. Estas de definen como aquellas que precisan
al menos tratamiento con corticosteroides sistémicos y/o antibiéticos.



* Fenotipo mixto EPOC-asma: son pacientes con EPOC pero que ademas tienen un
“componente asmatico importante”. Los expertos han consensuado que estos pa-
cientes deben presentar dos criterios mayores o uno mayor y dos menores de los
incluidos en siguiente tabla:

Criterios Mayores

Prueba broncodilatadora: FEV. >15% y > 400 ml

Eosinofilia en esputo

Antecedentes personales de asma

Criterios Menores

IgE total elevada

Antecedentes personales de atopia

Prueba broncodilatadora positiva en al menos 2 ocasiones
(incremento del FEV >12% y > 200 mD

* Fenotipo enfisema: incluye a aquellos pacientes con EPOC y diagnésti-
co clinico/radioldgico/funcional de enfisema, que presentan ademas
disnea e intolerancia al ejercicio como sintomas predominantes.

® Fenotipo bronquitis crénica: paciente con EPOC en el cual la hiperse-
crecién bronquial es el sintoma predominante.



1.3 Epidemiologia y sexo

La EPOC es un problema de salud muy prevalente, que afecta aproximadamente a un 10%
de la poblacién adulta en los paises desarrollados (8, 9). La EPOC es ademas una causa
importante de morbilidad, discapacidad y mortalidad a nivel mundial (10) (11). En 1997, se
estimaba que podia llegar a ser la tercera causa de muerte hacia 2020 (12) . Sin embargo,
dicha posicién ya se ha alcanzado en 2010 (13).

Historicamente ha tenido mayor prevalencia en varones y ello se ha relacionado con
los diferentes patrones de hdbito tabaquico de ambos sexos. Actualmente los estudios
internacionales todavia muestran una mayor prevalencia en hombres que en mujeres
(25% frente a 15%, respectivamente) (8), aunque en los ultimos afios se ha observado
un aumento progresivo de la prevalencia en estas ultimas. Por ejemplo, en Espafia ha
pasado del 17% en 2004 al 30% en 2007 (9). Ademas, existe un preocupante aumento
en la incidencia de EPOC en mujeres de mediana edad (9, 14). Por otra parte, estudios
realizados en Estados Unidos, donde las mujeres comenzaron a fumar en los afios 40,
muestran que la prevalencia actual de EPOC es incluso mayor en el sexo femenino
(15) siendo ya el riesgo de muerte por EPOC similar en ambos sexos (16). Asimismo,
recientes estudios epidemiolégicos han constatado que la mortalidad de pacientes con
EPOC, ajustada por la edad, se encuentra actualmente en descenso en los varones, y sin
embargo sigue aumentando entre las mujeres (17).

En cuanto al riesgo de ser hospitalizado y la presencia de exacerbaciones en funcién del
sexo, hay resultados contradictorios. Algunos estudios prospectivos han concluido que
el riesgo de hospitalizacion (18), el de exacerbaciones (19) o la mortalidad debida a la
EPOC son mayores en mujeres (20, 21). Sin embargo otros estudios sostienen que estas
variables son mas elevadas en los hombres con EPOC (22-25).

1.4 Susceptibilidad y sexo

Los autores de varios articulos han sugerido que las mujeres podrian ser mas susceptibles
al humo del tabaco y al desarrollo de EPOC que los hombres.

En un estudio realizado en adolescentes se observo que las fumadoras presentaban un menor
desarrollo pulmonar (evaluado mediante el FEV ) que las no fumadoras. Estas diferencias sin
embargo no se observaron entre los chicos (26). Otros estudios realizados en poblaciones de
pacientes con EPOC concluyeron que las mujeres fumadoras tienen un deterioro mas rapido
de la funcién pulmonar en comparacién con los varones (18, 27, 28). Sin embargo, al dejar de
fumar las mujeres recuperan mas funcion pulmonar que los hombres (29).



En el reciente estudio ECLIPSE se observé que las pacientes con EPOC tenian menos
exposicion tabdquica para el mismo grado de obstruccién al flujo aéreo o indice BODE
que sus controles varones, sugiriendo de nuevo que las mujeres son mas susceptibles al
humo del tabaco (30). Por otra parte, un estudio realizado en Estados Unidos con mas de
2500 pacientes con EPOC, seleccioné aquellos con Severe early-COPD, (definido como
aquellos menores de 55 afios y con FEV, inferior al 50% ref.), observando una mayor
prevalencia en mujeres (31).

Hay diversos factores que pueden influir en la presencia o desarrollo de la EPOC de forma
diferenciada en ambos sexos. Asi, las mujeres tienen mayor exposicion al humo de madera o
carbon que los hombres (32), mientras que éstos estarian mds expuestos a otros productos
relacionados con trabajos clasicamente masculinos (mineria, agricultura, industrias...).

La mayor susceptibilidad de las mujeres a las noxas podria explicarse por el mayor depdsito
de sustancias nocivas en el pulmén, un aclaramiento de toxinas poco efectivo y/o una
exagerada respuesta bioldgica: aumentando la transformacion de ciertos xenobidticos en
metabolitos mas toxicos y disminuyendo la conjugacidn y eliminacién de éstos (33).

2. Fisiopatologia de la EPOC

2.1 Compartimento pulmonar

La limitacion crénica al flujo aéreo caracteristica de la EPOC es causada tanto por enferme-
dad de la via aérea (bronquitis crénica, y para numerosos autores también bronquiectasias)
como por la destruccion parenquimatosa (enfisema pulmonar) (1.

a) Via aérea y sexo

La enfermedad de la pequefia via aérea es la principal causante de la obstruccién y aumento
de la resistencia al flujo aéreo en la EPOC. Los cambios asociados a ésta incluyen (34):

1  Obstruccién endoluminal debida a la pérdida de surfactante y su reemplazamiento
por exudado inflamatorio y mucoso.

2 Engrosamiento de la pared bronquial por inflamacion, fibrosis y aumento del
musculo bronquial.

3 Edema de la adventicia y pérdida de la unién alvéolo-bronquial, lo que supone una
pérdida de elasticidad parenquimatosa.



La obstruccion de la pequeia via aérea en la EPOC se asocia a un engrosamiento de la
pared bronquial. Esto se produce por un proceso de remodelado en la reparacién andmala
del tejido dafado vy a la disfuncién del aclaramiento mucociliar, lo que conduce a la
acumulacién de exudado inflamatorio en la luz bronquial. La colonizacién e infeccion de
la via aérea en pacientes con EPOC graves (estadio 3) y muy graves (estadio 4) se asocia
ademads a una respuesta inmune adaptativa que explica el elevado nimero de linfocitos
y su organizacion en foliculos linfoides. Es interesante sefalar que el engrosamiento de
la pared bronquial se ha asociado a un deterioro en la calidad de vida y a un aumento en
las exacerbaciones de la enfermedad (35).

Diferencias entre sexos

En cuanto a las diferencias entre hombres y mujeres, un estudio realizado sobre los
1053 pacientes que participaron en el estudio NETT (National Emphysema Treatment
Trial) observé que las mujeres con EPOC presentaban mds enfermedad de via aérea,
caracterizada por un calibre menor de esta y engrosamiento de la pared bronquial en
relacion a la luz bronquial, incluso cuando se ajust6 por FEV,, edad y habito tabaquico.
(36). Sin embargo, otros tres estudios posteriores, (uno de ellos incluso realizado
sobre un subgrupo de pacientes supervivientes del estudio NETT) (37) contradijeron
parcialmente dichos resultados, concluyendo que las mujeres con EPOC no muestran
mayor engrosamiento de la pared bronquial que los hombres con la enfermedad (38,
39). Por otra parte, dos recientes estudios realizados con diferente metodologia a los
anteriores han mostrado que las mujeres que padecen EPOC tienen mayor engrosamiento
bronquial y menor calibre en los bronquios subsegmentarios y subsubsegmentarios que
los hombres con EPOC (40, 4.

b) Parénquima pulmonar, EPOC y sexo

El enfisema se caracteriza por agrandamiento anormal y permanente de los espacios
aéreos distales a los bronquios terminales, acompafiado de destruccion de sus paredes
(42).Segun ladistribucion anatdmica en el lobulillo, el enfisema se clasifica en centroacinar
o centrolobulillar, cuando se afectan las partes centrales del acino y estdn preservados los
alveolos distales, panacinar o panlobulillar si los acinos estan agrandados uniformemente
desde el nivel del bronquio respiratorio hasta el extremo ciego alveolar, paraseptal
cuando la porcién proximal del acino es normal y se afecta preferentemente la porcién
distal, e irregular si el acino se afecta de forma heterogénea y casi invariablemente se
asocia a cicatrizacion (43).



Hay que sefialar que sélo un 40% de los grandes fumadores desarrollan enfisema y
por otra parte, éste puede hallarse en pacientes que todavia tienen una espirometria
normal (44). Por otra parte, la presencia y gravedad del enfisema varia mucho entre los
pacientes con EPOC. Existen diversos factores clinicos (edad, sexo, IMC, tabaquismo,
FEV, y exacerbaciones) y bioldgicos (niveles de IL-6 y TNF-a) (45) que se han asociado
con el grado de enfisema. Asi mismo, la progresion de éste también es muy variable
dependiendo de algunos factores como el sexo, IMC, tabaquismo y marcadores de
inflamacion sistémica (fibrinégeno, IL-6, PCR, SP-D) (46).

Existe cierta relacion, aunque no muy fuerte, entre el grado de enfisema y el indice
acumulado de tabaquismo (44). Sin embargo, no existe ninguna asociacién entre este
ultimo indice y la progresion de la destruccién pulmonar (46).

Finalmente, el grado de enfisema se ha asociado al deterioro en la calidad de vida, al indice
BODE vy a sus diversos componentes (escala de disnea, IMC y prueba de marcha) (35).

Diferencias entre sexos

Como ya se ha mencionado previamente, el estudio NETT observé que las mujeres tenian
enfisema menos extenso, mas central y con espacios sin parénquima de menor tamafo
que los hombres (36). Estos hallazgos fueron confirmados en estudios posteriores (39,
41, 47). No obstante, existe un estudio prospectivo sobre 1928 pacientes en el que se
observo que las mujeres tenian menos enfisema al inicio del estudio pero presentaban
una progresion mas rapida a lo largo de éste que los varones (46).

c) Inflamacién pulmonar y sexo

El desarrollo de la EPOC se asocia a cambios estructurales y celulares que afectan tanto a
las vias aéreas (centrales y periféricas) como al parénquimay arterias pulmonares, siendo
secundarias a la reaccion inflamatoria producida por el humo de tabaco. Esta respuesta
inflamatoria persiste en pacientes tras el abandono del habito tabaquico y puede verse,
aunque disminuida, en individuos fumadores con funcién pulmonar normal (48).

En la via aérea central de los fumadores hay un importante componente de infiltrado
celular, compuesto tanto de linfocitos T como de macréfagos. Los neutréfilos, escasos en
la pared, se observan también con frecuencia en la luz bronquial. En la via aérea periférica
se observan infiltrados de macréfagos y mononucleares en la pared bronquial. Lo que
diferencia a los fumadores (con o sin EPOC) es la presencia de un aumento de linfocitos
T citotoxicos CD8". En los primeros, éstos se correlacionan ademas con el FEV,, lo que



sugiere que tengan un papel en la progresion de la enfermedad (48, 49). También en el
parénquima pulmonar se observa un aumento de linfocitos, que se asocia con el grado
de destruccion tisular (48).

La interaccion, cuyos detalles no son del todo conocidos, de macréfagos, neutréfilos
y linfocitos parece ser la responsable del proceso inflamatorio pulmonar. Sin embargo,
el macrofago es el que parece jugar un papel central, de forma que una vez activado
por el humo del tabaco segregaria distintas proteinas capaces de desencadenar toda la
cascada de la inflamacion (Fig. 1) (50). Esta cascada incluye diferentes mecanismos de
defensa e inflamacion, en los que participa una compleja red de citoquinas, cuyo objetivo
es activar y reclutar células durante la respuesta inmunitaria. En la EPOC, la exposicién a
particulas del tabaco produce lesion en las células epiteliales, lo que activa la respuesta
inmunitaria a través de receptores toll-like (proteinas transmembrana que forman parte
del sistema inmunitario), favoreciendo el reclutamiento de células inflamatorias. En
primer lugar serdn los monocitos, que se diferenciardn a macroéfagos, los cuales a su vez
segregaran citoquinas que favoreceran el reclutamiento de neutrdéfilos (51). El factor de
necrosis tumoral (TNF)-a es una de estas citoquina con potente accion proinflamatoria,
que ejerce su actividad mediante la interaccidon con dos receptores de membrana, TNF-
RI'y TNF-RII (48). El TNF-a. coordina el proceso inflamatorio en la célula, y estimula el
aumento en la expresién de moléculas de adhesion en leucocitos y células endoteliales,
con una regulacién al alza de otras citoquinas proinflamatorias, como la interleuquina
(IL)-1, IL-6 y leucotrieno (LT)B,. (48). En pacientes con EPOC grave, se ha encontrado
un aumento de los valores de TNF-a en el esputo inducido (52), y distintos estudios
indican que la produccién enddgena de IL-8 juega un papel principal en el reclutamiento
de neutrodfilos, su activacion y la amplificacion de la respuesta inflamatoria posterior. La
IL-8 se ha detectado ademds en el lavado alveolar de fumadores activos y en el esputo
de pacientes con EPOC. Sus valores en esputo se correlacionan muy bien con el grado
de obstruccion al flujo aéreo (50, 53). Por su parte, los macréfagos alveolares también
secretan enzimas elastoliticas, como las mieloperoxidasa (MMP)-2, MMP-9, MMP-12,
catepsinas K, L y S y elastasa. Los macréfagos de pacientes con EPOC secretan mas
proteinas inflamatorias y tienen mds capacidad elastolitica que los fumadores con
funcién pulmonar normal (50, 54).

La inflamacion también estaria regulada por una disminucién de citoquinas antiinflamato-
rias o inhibitorias, como la IL-10, IL-11, el receptor antagonista de la IL-1, el factor de creci-
miento transformante (TGF)- [3, IL-11y el receptor antagonista de la IL-1, que se liberan con
el objetivo de limitar la duracion y extension del proceso inflamatorio (50).



Muchos de estos mediadores inflamatorios que se expresan en la EPOC estan controlados
por el factor de transcripcidon nuclear-kB (NF-kB), que se encuentra sobreexpresado en
los macrdéfagos alveolares de los pacientes con EPOC. Este mecanismo molecular puede
ser clave en el desarrollo del proceso inflamatorio que afecta a la via aérea (50, 53).
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Figura 1. Papel de los macdéfagos en la EPOC.Tomada de Barnes PJ, Shapiro SD, Pauwels RA. Chronic
obstructive pulmonary disease: molecular and cellular mechanisms. Eur Respir J. 2003;22:672-88

Estos cambios inflamatorios y el desequilibrio proteasa/antiproteasa presentes en
los pacientes con EPOC también se observan en algunos fumadores que no han
desarrollado obstruccién bronquial, aunque en menor medida. Este hecho sugiere que
el descenso acelerado de la funcién pulmonar en algunos pacientes se puede deber a
una amplificacion de la respuesta inflamatoria al humo del tabaco. Se ha sugerido que las
diferencias entre los sujetos fumadores para el desarrollo de la EPOC podrian explicarse
en parte por polimorfismos en los genes que se encargan de codificar las citoquinas, las
proteinas antiinflamatorias y/o las antiproteasas (50). Otra hipétesis atribuye un papel
etiopatogénico a procesos virales latentes. En este ultimo sentido, se ha aislado con
mds frecuencia la secuencia E1A de adenovirus latentes en los pulmones de pacientes
con enfisema que en fumadores control, y ésto se correlacionaria con un incremento
de la respuesta inflamatoria (50). Otro mecanismo molecular que puede estar implicado
en la amplificacion de la respuesta inflamatoria es una disminucion en la actividad de
la deacetilasa de las histonas (HDAC) en los macrdéfagos alveolares. La HDAC estd
implicada en la transcripcion de los genes inflamatorios al revertir la acetilacion de las
histonas nucleares. En pacientes con EPOC hay una marcada reduccidn en la actividad
de esta enzima, comparado con fumadores sin enfermedad, lo que podria explicar una
amplificacion en la expresion de genes inflamatorios (50).



Desequilibrio proteasa-antiproteasa

Una de las teorias mas aceptadas para la formacién del enfisema es la presencia de
un desequilibrio entre proteasas y antiproteasas. Las primeras son enzimas capaces de
lisar componentes del tejido conectivo, especialmente la elastina, con la consecuente
aparicion de enfisema. Las principales proteasas son la elastasa neutrofila, la proteinasa
3y la catepsina. Las metaloproteasas de matriz procedentes de macréfagos y neutréfilos
también ejercen una gran influencia en la patogénesis del enfisema. Estas enzimas
proteoliticas estdn a su vez reguladas por antiproteasas, principalmente al-antitripsina
(a1-AT) en el parénquima pulmonar y el inhibidor de las leucoproteasas en la via aérea.
El humo del tabaco produce inflamacién y aumenta la liberacién de proteasas. Sin
embargo, en fumadores que desarrollan EPOC la produccién de antiproteasas puede
ser insuficiente para tamponar dicho fenémeno, quizas por polimorfismos genéticos que
afectan a la funcién o produccién de estas proteinas (53).

Estrés Oxidativo

El humo del tabaco contiene una mezcla de mas de 4.700 componentes quimicos, entre
los que se incluyen una gran concentracion de radicales libres y otros oxidantes. El
proceso celular normal que se produce en el pulmén por la inhalacién de particulas de
polucién genera también oxidacion. Sin embargo, en circunstancias normales se produce
un equilibrio entre el efecto toxico de los oxidantes y el protector que deriva de los
sistemas antioxidantes, tanto intra como extracelulares. Un desequilibrio a favor de los
mecanismos oxidantes da lugar a lo que se conoce como estrés oxidativo, pudiéndose
modificar la estructura y funcién de proteinas, lipidos y ADN. Tanto en los sujetos
fumadores como en pacientes con EPOC se produce estrés oxidativo, que ademds
estd amplificado por la presencia de las células inflamatorias, como los macréfagos y
los neutréfilos. Estos a su vez son capaces de producir también sustancias oxidativas
que pueden dafiar directamente los componentes de la matriz pulmonar. Ademds, se ha
observado como los oxidantes del cigarrillo pueden interferir en la sintesis de elastina
y en el proceso reparador tisular, lo que contribuye a la aparicion de enfisema (53). Los
principales antioxidantes del tracto respiratorio son la mucina, el glutation reducido, la
SOD (superdéxido dismutasa), la catalasa, el 4cido Urico, la albumina y el 4cido ascérbico
(55). Hay muy poca informacién acerca de los valores o la funcion de estos antioxidantes
en fumadores y todavia menos en pacientes con EPOC. No obstante, la presencia de
glutation intra y extracelular parece critico en el mantenimiento de la homeostasis
oxidacién-antioxidacion (53). Algunos estudios han mostrado niveles mas elevados de
glutation en el lavado broncoalveolar de fumadores (566), a pesar de que el humo de
tabaco afecta a su produccion. Incluso asi parece ser insuficiente para contrarrestar el
exceso de actividad oxidativa.



Diferencias entre sexos

La existencia de diferencias en la inflamacién en relacidn al sexo local es un tema poco
estudiado hasta el momento. No obstante se ha postulado una teoria en relacion a la
regulacidon hormonal del estrés oxidativo. Como hemos mencionado, el tabaco contiene
gran cantidad de compuestos quimicos, incluido nitrosamina, NNK (4-[metilnitrosamino]-
1-[3-piridil]l-1-butanona), minor alcaloides (e.g., nornicotina, anatabina y anabasina),
derivados de N-nitroso, e hidrocarbonos policiclicos aromaticos. Al fumar, estos
compuestos son rapidamente absorbidos y metabolizados; en una primera fase por
oxidacion y finalmente mediante conjugacion. La primera de estas fases ocurre en
2 etapas, la inicial mediada por el citocromo P450 (CYP) y la segunda por enzimas
aldehido-oxidasas. Si se produce un desequilibrio entre estas dos fases, aumentando la
fase oxidativa y no la fase de conjugacion, se incrementa el estrés oxidativo. Las mujeres
fumadoras tienen mayor expresién de CYP que los hombres (Figura 2), quizds debido a
que este citocromo esta regulado por dos receptores estrogénicos, en concreto el ER
y ERb. Ambos receptores son ligandos de los factores de transcripcién y miembros del
nuclear receptor family. Se sabe que ERa se expresa mds en mujeres que en hombres,
lo que produciria un aumento de estrés oxidativo mientras que ERb se expresa en igual
proporcidn en ambos sexos lo que produciria un aumento de estrés oxidativo (33, 57).
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Figura 2. Regulacién del citocromo P450 por los estrégenos aumentando el estrés oxidativo.
Tomada de Sin DD1, Cohen SB, Day A, Coxson H, Paré PD. Understanding the biological
differences in susceptibility to chronic obstructive pulmonary disease between men and
women. Proc Am Thorac Soc. 2007:4:671-4.
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2.2 Funcion pulmonar

La principal caracteristica fisiopatolégica de la EPOC es la limitacion espiratoria al flujo
aéreo, como consecuencia del estrechamiento de la via aérea y, en menor medida, de
la pérdida de elasticidad y destruccion del parénquima pulmonar como resultado del
enfisema, y de la oclusion de la luz bronquial por secreciones mucosas. A medida
que progresa la obstruccién, el vaciado pulmonar es mas lento y el intervalo entre los
esfuerzos inspiratorios no permite la espiracién completa. Esto, junto a otros fendmenos
como el desplazamiento del punto de igual presion o los cambios en el volumen de cierre
produce hiperinsuflacion y/o atrapamiento aéreo. Esta situacion empeora todavia mas
con el gjercicio, al tener que aumentar el volumen corriente y generarse hiperinsuflacién
dindmica. Como consecuencia de ello, el diafragma se acorta y se hace menos efectivo
para generar la tension deseada. Ademas, la hiperinsuflacién cambia el radio de curvatura
de este musculo, colocandolo en desventaja mecdnica, ya que sus diversas porciones
pasan a actuar “en paralelo”, lo que supone una sobrecarga adicional para los restantes
musculos inspiratorios. Todo ello lleva a un incremento de la sensacion de esfuerzo
muscular y la consiguiente disnea. Estos efectos deletéreos de la hiperinsuflacién se ven
amplificados, como se ha mencionado, durante el ejercicio (44, 58).

En estadios avanzados de la enfermedad, la obstruccion en la via aérea periférica, la
destruccion del parénquima y las alteraciones vasculares pulmonares reducen la capacidad
pulmonar para el intercambio de gases, lo que produce hipoxemia y, en una fase posterior,
hipercapnia. El desequilibrio en las relaciones ventilacién/perfusion es el principal mecanismo
implicado en la hipoxemia de los pacientes con EPOC. La hipercapnia crénica generalmente
refleja un grado extremo de desequilibrio ventilacion/perfusion y/o la disfuncion de la
musculatura inspiratoria, con un componente de hipoventilacién alveolar (44, 58).

Diferencias entre sexos

A pesar de que las mujeres presentan menor extensioén del enfisema en los estudios
morfologicos, curiosamente algunos autores han observado que la capacidad de
trasferencia de CO (DLCO) estd mds afectada que en los hombres (59). Esta discordancia
entre los hallazgos estructurales y funcionales podria explicarse por la distribucién del
enfisema, ya que se ha sugerido que la afectacion parenquimatosa central altera mas la
capacidad de trasferencia de CO que la periférica (60). Otro estudio también mostré una
mayor afectacion de la DL en mujeres con EPOC, aunque en este caso se asociaba a
una mayor hiperinsuflacion, sugiriendo mayor grado de enfisema (61). Este ultimo estudio
también sefala que las mujeres son mas susceptibles a la pérdida de masa muscular v,
aunque existia una asociacion entre la pérdida de masa muscular y la DL, en ambos
sexos, era mucho mas acentuada en el femenino (671).



En cuanto a la hiperreactividad bronquial, también se han descrito diferencias en funcion
del sexo. Las mujeres con EPOC presentan mas hiperreactividad que los hombres, lo
que podria ser explicado por una mayor afectacion de la via aérea (62) o por factores
inmunolégicos u hormonales (63). De hecho, varias subclases de leucocitos tienen
receptores hormonales. Asi, la progesterona induce cambios en la produccién de IL-8
(64) y puede actuar a favor de la produccién de citoquinas a través de células Th2 (65).

a) Estado nutricional y funcion muscular

Las alteraciones nutricionales son frecuentes en los pacientes con EPOC, y se han
descrito problemas tanto a nivel de la ingesta caldrica, como del metabolismo basal e
intermediario y de la composicion corporal (66). Pérdidas de peso sin causa aparente
pueden ocurrir hasta en el 50% de los pacientes con EPOC en estadio grave, pero también
en el 10-15% de los enfermos en estadios leve-moderado (67). Sin embargo, esta pérdida
de peso presenta una gran variabilidad geografica. Mientras que en Estados Unidos y
Europa del Norte y del Este estas alteraciones parece afectar al 10-30% de los pacientes
con EPOC (68), en Espafia el bajo peso afecta Unicamente al 2-3% de la poblacién con la
enfermedad (69).

Actualmente existen tres formas diferentes de identificar alteraciones nutricionales
asociadas a la EPOC en la clinica (70):

® El porcentaje del peso del paciente sobre su peso ideal, aceptandose como bajo
peso unos valores inferiores al 80-85%

* indice de masa corporal (IMC) inferior a 18,5 kg/m? siendo grave por debajo de 16
kg/m? y muy grave si estad por debajo de 15 kg/m?

* indice libre de masa grasa (Fat free Mass Index 6 FFMI) inferior a 16 kg/m? en varo-
nes y 15 kg/m? en mujeres

La composicién corporal se evalia habitualmente mediante la impedancia bioeléctrica,
basada en la resistencia de los tejidos al paso de una corriente eléctrica de baja intensi-
dad (70). Esta técnica permite obtener el FFMI.

La pérdida de peso de los pacientes con EPOC se produce fundamentalmente a costa
de la disminucién de masa muscular, siendo menos importante la destruccién de grasa y
masa 6sea. También puede haber alteraciones en la composicién corporal en ausencia de
pérdida de peso, sobre todo en mujeres (66, 71). La pérdida de masa muscular conlleva
un empeoramiento en la calidad de vida y en el prondstico de la enfermedad (72, 73). A



nivel de los musculos respiratorios los pacientes con bajo peso o baja masa muscular
pueden presentar problemas de ventilacion, sobre todo durante el ejercicio y en las
exacerbaciones, mientras que la afectacion de los musculos periféricos conllevara la
pérdida de fuerza en ellos (68) asi como una limitacion en la actividad fisica y la capacidad
de ejercicio (70). Es interesante reseflar que en muchos casos, esta alteraciones
nutricionales estan asociadas, desde el punto de vista funcional, a alteraciones en la
capacidad de trasferencia de CO (74).

La pérdida de peso, y especialmente de masa magra probablemente tiene un origen
multifactorial (70, 75). En primer lugar se ha involucrado el tabaco, ya que es un
anorexigeno de efecto central, y condiciona ademas la aparicion de inflamacion sistémica
y desequilibrio entre sintesis y destruccion de proteinas. También se ha descrito un
desequilibrio energético, con aumento del gasto energético basal que se estima en un
120% del normal. Esto es debido fundamentalmente al incremento del trabajo respiratorio
en relacién con la obstruccién y a la desventaja en la mecanica respiratoria ocasionada
por la hiperinsuflacion pulmonar (76). Ademds, diversas circunstancias como las
exacerbaciones y el ejercicio empeoran todavia mas este escenario (77). Otro factor
que incide directamente en el estado nutricional y que esta asociado al pronéstico de la
enfermedad es la disminucidn en el nivel de actividad fisica (78). Es mas, se ha demostrado
que el incremento de la actividad fisica puede favorecer también la recuperacion
nutricional (79). Otro aspecto a destacar seria el desequilibrio entre hormonas anabdlicas
y catabdlicas, ya que diversos estudios han mostrado una disminucién de los valores
circulantes de hormonas anabolizantes como la testosterona, la hormona del crecimiento
y el factor de crecimiento asociado a la insulina en pacientes con EPOC (80, 81). No
hay que olvidar tampoco el efecto de la inflamacién y del estrés oxidativo. Estos ultimos
factores se hallan presentes tanto a nivel sistémico como en el musculo y la grasa de los
pacientes con EPOC. Los mediadores inflamatorios pueden activar diferentes procesos
bioldgicos y vias metabdlicas que favorecen las alteraciones en el estado nutricional (70).
Por ejemplo, se ha demostrado que los niveles plasmaticos de TNF-a y de sus receptores
I 'y Il, asi como de algunas otras citoquinas (IL-6 e IL-8) se encuentran mas elevados
en los pacientes con EPOC que presentan pérdida de peso que en sus controles con
peso normal (72, 82-85). La hipoxia puede también influir en la produccion de algunos
péptidos implicados en el apetito (leptina, ghrelina y proteincinasa activada por AMP),
puede reducir las concentraciones de determinadas hormonas anabolizantes, y provoca
inflamacidn y estrés oxidativo a nivel sistémico a través del sistema nervioso simpatico
(86). Ademas puede activar factores de transcripcion nuclear, como el NF-kB, responsable
a su vez de la regulacion de la respuesta inflamatoria, activacion de la degradacion
proteica y aparicion de anorexia (87). A su vez, la hipercapnia se asocia frecuentemente
a acidosis que puede inducir un descenso en la reserva energética y desequilibrio entre



sintesis y destruccion proteicas (70). También se han descritos otros factores externos a
la EPOC, pero frecuentemente asociados a ella, como posibles etiologias adicionales de la
pérdida ponderal y de masa muscular. Entre ellos, diversas comorbilidades (insuficiencia
cardiaca, diabetes mellitus, cancer) y el envejecimiento (88-91). Finalmente algunos de
los farmacos utilizados en el tratamiento de la EPOC también podrian jugar un papel
en la pérdida ponderal de estos pacientes. Asi los glucocorticoides, utilizados de forma
sistémica principalmente durante las exacerbaciones, inhiben la sintesis proteica y
activan el catabolismo causando una miopatia y/o pérdida de masa muscular (70). Los
farmacos agonistas B2 por su parte, pueden aumentar también el gasto energético incluso
en reposo (92).

Mecanismos moleculares implicados

Probablemente el principal mecanismo en la pérdida de masa muscular de los pacientes
con EPOC sea el desequilibrio entre la sintesis y destruccion proteicas (Fig. 3) (70).
El sistema mds importante de destruccién proteica esta ligado al proteasoma, que es
un complejo encargado de realizar la degradacion de aquellas proteinas que han sido
previamente marcadas por el sistema de la ubiquitina o que han sido modificadas por
el estrés oxidativo. Este mecanismo se encuentra claramente incrementado en los
pacientes con EPOC y bajo peso (93). En el tejido muscular de estos pacientes se ha
observado también la presencia de un mayor niumero de ntcleos con signos apoptéticos
(82), lo que probablemente sea reflejo del proceso de recambio nuclear, con disminucién
de la capacidad de sintesis proteica. En cuanto a la autofagia (sistema autofagosoma-
lisosoma) parece que se hallaria también anormalmente incrementado en los musculos
de pacientes con EPOC que presentan bajo peso (94). Otro mecanismo de proteolisis,
asociado a la reduccidn de actividad fisica, es el de las calpainas (enzimas muy presentes
en el tejido muscular) que pueden llevar a una accion proteolitica perjudicial en situaciones
como la reduccion de actividad fisica. Por el momento no existe evidencia de su papel en
la EPOC. Por otra parte, la inflamacién sistémica y el estrés oxidativo influyen también en
la activacion de las vias de proteolisis (87).
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Figura 3. Factores implicados en la aparicion del desequilibrio entre sintesis y degradacion
proteica en los pacientes con EPOC y bajo peso. Tomada de. Gea J, Martinez-Llorens J,
Barreiro E. Alteraciones nutricionales en la enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
Med Clin (Barc). 2014;143:78-84

Diferencias entre sexos

Varios estudios muestran que las alteraciones nutricionales son mas pronunciadas en
mujeres que en hombres con EPOC (68). La prevalencia del bajo peso en los pacientes
con EPOC de ambos sexos en varia en los dos trabajos que lo describen. Engelen y col.
estiman la prevalencia en hombres en un 16% mientras que en mujeres asciende a un
35% (95). Sin embargo Schols y col. calculan la prevalencia de bajo peso en un 34% en
hombres y hasta en un 42% en mujeres (96). Algunos autores sostienen que las mujeres
tienen menor masa magra que los hombres y este fendmeno es mds pronunciado en las
extremidades inferiores (97). Estos hallazgos también podrian estar relacionados con la
mayor afectacion en la capacidad de trasferencia de CO (como marcador de enfisema) asi
como con los mayores indices de inflamacion sistémica observados en las mujeres (68)



b) Actividad fisica y capacidad de esfuerzo
Actividad fisica

Se define como la capacidad no reglada efectuada por un sujeto en su vida cotidiana.
La medicion de la actividad fisica se puede realizar mediante cuestionarios especificos
y también mediante sensores de movimiento, como poddmetros y acelerémetros. Estos
ultimos instrumentos son los mas adecuados para ser utilizados en pacientes con bajo
grado de actividad dada su mayor capacidad para detectar niveles de baja intensidad
(98). Diversos estudios han demostrado que los pacientes con EPOC realizan una menor
actividad fisica que los sujetos de la poblacién general (99-101). Esta disminucién de
la actividad fisica estd ya presente en fases tempranas de la enfermedad y empeora a
medida que aumenta la gravedad de ésta (102). Diversos factores se han relacionado
con la pérdida de actividad fisica en los pacientes con EPOC. Entre otros, la limitacidn
ventilatoria, los sintomas respiratorios, la depresion asociada y la pérdida de fuerza del
cuddriceps (100). Otros autores han relacionado este descenso de la actividad fisica con
la presencia de comorbilidades como la diabetes mellitus, con baja calidad de vida, con el
empleo de dispositivos de oxigenoterapia domiciliaria (99), con la presencia de disfuncién
de ventriculo izquierdo, con elevados niveles de inflamacion sistémica (fibrindgeno y
PCR) (103) y también con la presencia de exacerbaciones frecuentes (104).

Por otra parte, se ha demostrado que una regular actividad fisica reduce los ingresos
hospitalarios debido a las exacerbaciones (105), los re-ingresos posteriores a una
hospitalizacion (104) la mortalidad (105) y mejora ademas la calidad de vida (99).

Diferencias entre sexos

Existen solamente dos estudios que analicen las diferencias en la actividad fisica en funcion
del sexo en pacientes con EPOC, con resultados contradictorios. Yquel y col. evaluaron
la actividad fisica en 10 mujeres y 10 hombres con EPOC mediante el cuestionario de
actividad fisica de Saint-Etienne, observando que las mujeres realizan una menor actividad
fisica. Esto es probablemente debido al estilo de vida con ausencia de un ejercicio fisico
regular (97). Sin embargo, Verhage y col. que también evaluaron la actividad fisica en los
pacientes con EPOC mediante cuestionario no observaron diferencias entre sexos (61).
No existen hasta el momento estudios comparativos realizados mediante acelerémetros
o poddometros.



Capacidad de esfuerzo

La capacidad de esfuerzo o tolerancia ante un ejercicio reglado, se puede evaluar mediante
la prueba de marcha de 6 minutos y la cicloergometria (también llamada prueba de esfuerzo
integrada cardio-respiratoria).

Prueba de marcha de 6 minutos

Consiste en la medicién de la distancia caminada de forma rdpida por sujeto en una
superficie dura y plana durante un periodo de 6 min. Tiene un buen nivel de estandarizacién
y reproducibilidad y es util para la evaluacion del estado funcional de los pacientes (106, 107).

Corresponde a un ejercicio sub-maximo sostenible de alta intensidad, sobre todo en
pacientes con EPOC en estadios avanzados, que permite evaluar la funcién cardiaca,
respiratoria, muscular y transporte de oxigeno (108). Las variables que se miden son:
distancia caminada, frecuencia cardiaca, saturacion de oxihemoglobina y sintomas
(disnea y molestias en piernas) al inicio y fin de la marcha. Es recomendable realizar la
prueba 2 veces. Los resultados cuantitativos son expresados tanto en valores absolutos
como en valores de referencia segun edad y sexo, aunque la validez de estos ultimos es
controvertida (109).

La capacidad de esfuerzo reducida es un buen predictor de mortalidad en los pacientes
con EPOC (110), de hecho una distancia caminada inferior a 350 m se ha asociado con un
incremento en la mortalidad (117). La reduccién en la capacidad de esfuerzo se ha asociado con
el grado de obstruccion bronquial y el nivel de enfisema, con la necesidad de oxigenoterapia,
asi como con la presencia de sintomas depresivos y mayor grado de disnea (112).

Cicloergometria o prueba de esfuerzo cardio-respiratoria

La prueba de esfuerzo cardio-respiratoria permite evaluar simultdaneamente la capacidad
de los sistemas respiratorio y cardiovascular para llevar a cabo un adecuado intercambio
de gases (113). En primer lugar, mediante la comparacion del valor del consumo de oxigeno
pico (VO, pico) y del valor de la carga pico, obtenidos durante una prueba de esfuerzo
de tipo incremental. Mediante los valores de referencia utilizados es posible determinar
si la capacidad de esfuerzo del individuo se ajusta a la normalidad. En segundo lugar, si
la capacidad de esfuerzo determinada mediante el VO, pico y/o la carga pico es inferior
a la esperada, la prueba de esfuerzo permite ademas el analisis del factor o factores
limitantes de la misma (113).



Caracteristicamente, los pacientes con EPOC tienen una capacidad de esfuerzo inferior
a la esperada. Inicialmente se consideraba que esta limitacién se debia a la disfuncién
respiratoria (la resistencia al flujo aéreo y la hiperinsuflacion propias de la enfermedad
producen un incremento notable del trabajo respiratorio), pero actualmente sabemos que
una parte importante se debe al desequilibrio en la utilizacién de oxigeno por parte de la
musculatura esquelética (114, 115). Frecuentemente los pacientes sometidos a una prueba de
esfuerzo cardio-respiratoria refieren como sintoma limitante al esfuerzo el dolor en piernas
o incluso la fatiga muscular. Estos sintomas se deben a una baja capacidad oxidativa, atrofia
y debilidad de los musculos de las extremidades inferiores (115, 116) asi como a una reducida
capilarizacion muscular y capacidad aerdbica que llevan a mayores y precoces niveles de
lactato arterial durante el ejercicio, debido al metabolismo glicolitico (117).

Por otra parte, el efecto beneficioso del tratamiento broncodilatador sobre la mecanica
pulmonar no se traduce en una mejoria paralela en la capacidad de esfuerzo (118) lo que
confirma la teoria de un origen multifactorial de la reduccién en la tolerancia.

Diferencias entre sexos

En un estudio realizado mediante pruebas de esfuerzo cardio-respiratoria en cicloergo-
metro se observd que las mujeres con EPOC presentaban un menor pico de potencia
anaeroébico y una menor velocidad éptima que los hombres. Esto probablemente se halle
relacionado con la pérdida de masa magra en los musculos de las extremidades inferiores
y quizds con cambios en el fenotipo fibrilar (97).

2.3 Inflamacién y estrés oxidativo en el compartimento sistémico

La EPOC es una enfermedad intimamente ligada a la inflamacion, ya sea local (pulmonar),
sistémica o en diferentes 6rganos periféricos (119). Diversos estudios han demostrado que
la concentracién en plasma de determinados marcadores inflamatorios estd mds elevada
en pacientes con EPOC que en sujetos sanos. Estos marcadores son principalmente la
proteina C reactiva, el fibrindgeno, la IL-6, la IL-8, el TNFa, la IL-1B y las adipocinas (120).
Algunos de estos marcadores se han correlacionado tanto con variables clinicas como
funcionales (120-123).

Este apartado, sera tratado posteriormente con mayor detalle (Pag. 60)



3. Clinica
3.1Sintomas

Los sintomas tipicos que presentan los pacientes con EPOC son disnea crénica y
progresiva, tos y expectoracion, y pueden ser variables a lo largo de los dias (1, 124). La
disnea es el sintoma cardinal en estos pacientes y la mayor causa de discapacidad y
ansiedad asociadas a la enfermedad. Es generalmente descrita como una sensacion de
falta de aire, inicialmente durante la actividad fisica pero que en estadios avanzados de la
enfermedad puede llegar a estar presente en reposo. Por otra parte, la tos es a menudo el
primer sintoma de la EPOC. Sin embargo frecuentemente es infravalorada por el paciente,
al considerarla como consecuencia normal de la exposicién al tabaco. Generalmente es
productiva e intermitente aunque también puede ser no productiva. Otro sintoma comun
es la expectoracion, generalmente de pequefia cuantia y coincidiendo con episodios de tos.
La produccion de esputo de forma regular durante 3 o0 mds meses al afio durante al menos
2 afios consecutivos es la definicion formal de bronquitis cronica (125). A su vez, el aumento
de produccion de esputo y/o cambios en su coloracidén pueden indicar la presencia de
exacerbacion de la enfermedad. Algunos pacientes también pueden presentar sibilancias y
opresion tordcica, que aunque habitualmente se asocian al asma bronquial también pueden
presentarse de forma variable a lo largo de la evolucién de la EPOC. En estadios avanzados
de la enfermedad pueden aparecer otros sintomas como la astenia, la pérdida de apetito
y la pérdida de peso. La presencia de signos como edemas maleolares e ingurgitacion
yugular, indicarian la presencia de cor pulmonale asociado a la EPOC.

Diferencias entre sexos

Los sintomas de los pacientes con EPOC varian en funcion del sexo y asi lo han descrito
varios estudios (23, 30, 36, 61, 124, 126-131). Fundamentalmente, las mujeres con EPOC
refieren mas disnea que los hombres para un mismo grado de obstruccién bronquial (19,
36, 61,129, 132, 133), incluso con un menor indice acumulado de tabaquismo (30) a la vez
que presentan menos expectoracion que los hombres (23, 131, 133).

3.2 Comorbilidades y manifestaciones sistémicas

Frecuentemente la EPOC se asocia a afectaciones sistémicas y comorbilidades que
pueden aumentar su impacto tanto en nimero de hospitalizaciones como en mortalidad
y en gasto sanitario (120). Probablemente, factores etiopatogénicos como el tabaco o
la contaminacién, la reduccién en el nivel de actividad fisica y menos probablemente, el
persistente bajo grado de inflamacidn sistémica, sean las causas de las manifestaciones



extrapulmonares de la EPOC, como la disfuncion muscular, la caquexia o la osteoporosis.
Estos factores también podrian influir en la aparicion o empeoramiento de otras
enfermedades concomitantes como la afectacion cardio-vascular, ansiedad/depresion,
cancer de pulmon o sindrome metabdlico (120).

En un estudio realizado en mas de 2400 pacientes con EPOC grave y muy grave, se
observé que un 76% de estos presentaba algun tipo de comorbilidad, y un 45% presentaba
mds de una. La hipertensién arterial sistémica fue la mds frecuente (42%) seguida de
problemas cardiovasculares (20%), diabetes mellitus (14%), osteoporosis (11%), depresién
(9%) sindrome metabdlico (9%) y finalmente céancer (6%). Finalmente sélo un 61% de los
pacientes recibia medicacion especifica para el tratamiento de estas comorbilidades (124).

a) Enfermedad cardiovascular

Los pacientes con EPOC avanzado tienen el doble de posibilidades de padecer
una enfermedad cardiovascular que la poblacion general (134). Existe ademds una
fuerte correlacién entre el deterioro de la funcién pulmonar y la mortalidad por causa
cardiovascular (120).

Cardiopatia isquémica: A pesar de que la EPOC y la cardiopatia isquémica comparten
diferentes factores de riesgo como la exposicion al tabaco, la edad y el sedentarismo se
ha descrito que la primera es un factor de riesgo independiente para la segunda (135).

Insuficiencia cardiaca: Existe menos evidencia sobre la asociacion de EPOC con
insuficiencia cardiaca izquierda. Un estudio estima que alrededor de un 20% de los
pacientes con la enfermedad pulmonar tiene algun grado de insuficiencia cardiaca
(136); y a la inversa, un 30% de los pacientes con esta ultima padecen EPOC (137). Es
interesante sefialar que el grado de obstruccion al flujo aéreo medido por el FEV, es un
predictor independiente de mortalidad en los pacientes con insuficiencia cardiaca (138).

Fibrilacion auricular: La fibrilacidon auricular es la arritmia que mds se asocia con la EPOC.
Ademads, entre los pacientes con esta ultima entidad que han presentado un episodio de
fibrilacion auricular, aquellos que tienen mayor grado de obstruccion bronquial tienen
mds riesgo de presentar un nuevo episodio de fibrilacion (139). Tanto la enfermedad
como algunos tratamientos broncodilatadores podrian explicar esta asociacion.



Diferencias entre sexos

La comorbilidad cardiovascular parece ser mas prevalente en los hombres que en las
mujeres con EPOC (30), tanto por la presencia de cardiopatia isquémica como de arritmias
cardiacas (140, 147).

b) Hipertension arterial

La hipertension arterial es probablemente la comorbilidad mas frecuente en los paciente
con EPOC (124) y tiene ademds implicaciones prondsticas en esta ultima enfermedad
(142). Segun un estudio, los pacientes con EPOC grave y muy grave tienen un riesgo 1.6
veces superior de tener hipertension arterial que la poblacidn general (134).

Diferencias entre sexos

No existen estudios que sugieran una mayor prevalencia de hipertensién en un sexo
frente al otro.

c) Osteoporosis

Los pacientes con EPOC presentan varios factores de riesgo de osteoporosis, como
son la edad avanzada, el sedentarismo, el tabaquismo, las alteraciones nutricionales, el
déficit de vitamina D, o el bajo indice de masa corporal, asi como el tratamiento con
corticoides tanto inhalados como orales (120). Por tanto no es extrafio que exista una alta
prevalencia de osteoporosis en estos enfermos, incluso en estadios iniciales (143). Segun
diversos estudios entre un 50 a un 75% de los pacientes con EPOC tienen osteopenia
y/u osteoporosis (144, 145), y su presencia estd fuertemente relacionada con el indice de
masa magra (146).

Diferencias entre sexos

La prevalencia de osteoporosis es todavia mas elevada en el grupo de las mujeres
con EPOC en comparacion con los hombres. Sin embargo la incidencia de fracturas
traumadticas y no traumaticas es similar en ambos sexos (120).

d) Ansiedad/depresion

La prevalencia de depresion entre los pacientes con EPOC moderado a grave oscila entre
un 7 y un 42% (147). Determinados factores como la disnea, el deterioro en el nivel de



actividad fisica, el aislamiento social, las hospitalizaciones, la hipoxia y la necesidad de
dispositivos de oxigenoterapia domiciliaria contribuyen a la aparicién de trastornos de
depresion y/o ansiedad (128, 148). Estos generalmente se asocian mas a edades tempranas,
al habito tabaquico, al bajo peso, y a la enfermedad cardiovascular concomitante (149,
150) siendo claramente un factor de mal pronéstico en la enfermedad pulmonar (151,
152). Curiosamente, no existe una correlacion, o ésta es muy pobre, entre los trastornos
de ansiedad y/o depresidon y marcadores séricos de inflamacion, grado de enfisema o
funcién pulmonar (128). Por otra parte se ha visto que los programas de rehabilitacién
respiratoria son eficaces en la mejoria de los sintomas depresivos (153).

Diferencias entre sexos

Los trastornos de depresién y/o ansiedad son las comorbilidades mejor estudiadas en
relacion al sexo. Se sabe asi que las mujeres con EPOC presentan mayores indices de
depresion y ansiedad que los hombres (36, 120, 128, 133, 154), probablemente porque
sean mas susceptibles a los aspectos negativos de percepcion de la enfermedad,
especialmente la disnea. En el mismo sentido, entre las mujeres con EPOC existe una
mayor correlacion entre la percepcién de disnea y los indices de depresién que entre los
hombres (128, 154).

e) Cancer de pulmén

Los pacientes con EPOC tienen entre 3 y 4 veces mas riesgo que la poblacién general de
padecer cancer de pulmén (155) siendo éste una causa frecuente de muerte (144). Aunque
ambas enfermedades comparten el habito tabaquico como principal factor etioldgico, se
ha demostrado que el incremento del riesgo de cdncer de pulmén es independiente a
este factor, como sugiere el hecho que pacientes que presentan EPOC y nunca han sido
fumadores también tienen mas riesgo de padecer cancer de pulmén (156). Las estirpes
celulares del cancer de pulmén mas asociadas a la EPOC son la escamosa y la de célula
pequefia (155).

Se ha sugerido que la elevada prevalencia de céncer de pulmoén estaria relacionada con
un aumento del estrés oxidativo derivado de la propia fisiopatologia de la EPOC (157). Se
han descrito ademas factores inflamatorios comunes a ambas enfermedades, como la
activacién de NF-kB y posterior cascada inflamatoria (158). La presencia de citoquinas
proinflamatorias podria también promover la angiogénesis tumoral, acelerando el
crecimiento tumoral y favoreciendo las metastasis (120).



Diferencias entre sexos

Segun algunos estudios, las mujeres con EPOC también podrian tener mayor riesgo de
cdncer de pulmén que los varones (120), probablemente debido a que los estrégenos
regulan la expresidon de enzimas de cytocromo P450 en el pulmén e higado, y estas
enzimas estarian implicadas en el metabolismo de varios constituyentes del humo del
tabaco (159), como se ha mostrado anteriormente en el apartado de Inflamacién pulmonar.

f) Sindrome metabdlico y diabetes mellitus

Los pacientes con EPOC, incluso en los estadios precoces de la enfermedad presentan
mayor riesgo de asociar diabetes mellitus de tipo 2 (riesgo relativo entre 1,5y 1,8 veces)
(120, 134, 160). La causa de esta asociacion no es bien conocida pero algunos autores han
sugerido que citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-6, pueden inducir resistencia a
lainsulina, bloqueando la sefial a través de su receptor (161). El tratamiento con corticoides
inhalados no parece influir en el riesgo de padecer diabetes mellitus en los pacientes con
EPOC, ya que la asociacidon con diabetes aparece incluso en estadios precoces de la
enfermedad y en pacientes sin tratamiento esteroideo. Ademas en poblacién asmaética,
con tratamiento esteroideo frecuente, no se ha constatado un incremento de riesgo
de diabetes mellitus (120, 160). Por otra parte, elevadas concentraciones en plasma
de sustancias pro-inflamatorias como la PCR, el TNF- a y la IL-6 se han asociado a la
presencia del sindrome metabdlico, el cual incluye la presencia de resistencia a la insulina
y se asocia a enfermedades cardiovasculares (162).

Diferencias entre sexos

Respecto a la prevalencia de sindrome metabdlico y diabetes mellitus en los pacientes
con EPOC en funcidn del sexo, existen datos discordantes. Unos autores observan mayor
prevalencia de diabetes mellitus en mujeres (140), mientras que otros no hallan diferencias
(30, 1471, por lo que no es posible sacar conclusiones (30, 140, 141).

g) Disfunciéon muscular

La disfuncion muscular en pacientes con EPOC constituye una de las comorbilidades
mds importantes, con repercusiones negativas en la capacidad de ejercicio, la calidad
de vida de los pacientes (163) y la mortalidad (72). Es muy prevalente en los pacientes
con EPOC, afectando a una tercera parte de estos enfermos, y aunque es mas frecuente
en estadios avanzados puede estar presente en fases iniciales de la enfermedad (164).
Afecta tanto a musculos respiratorios como periféricos y estd causada principalmente



por tres factores: decondicionamiento por reduccion de la actividad fisica, anormalidades
nutricionales y quizas, la persistencia de un bajo grado de inflamacién sistémica (165,
166). Recientemente, se han involucrado otros factores otros como la deficiencias de
vitamina D (167) o una falta de traduccidon del efecto de las hormonas anabdlicas al factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) (77). Al ser éste el tema principal de esta tesis
se abordara posteriormente de forma mds extensa (Pag 63) .

4, Calidad de vida relacionada con la salud

Evaluar la calidad de vida relacionada con la salud en los pacientes con problemas
respiratorios se ha convertido en un importante objetivo. Prueba de ello es el desarrollo
de diversos cuestionarios para su determinacién. Entre todos ellos destaca el de St.
George, que es especifico para la EPOC y que ha sido el mas utilizado para evaluar a estos
pacientes (168). Es indiscutible que la EPOC estd asociada a un deterioro en la calidad
de vida. Se han postulado diversos factores que pueden influir en esta percepcion. Entre
otros la edad, el habito tabdquico, el grado de disnea y el nivel educativo (169-171. Sin
embargo, los que mayor influencia parecen tener son la gravedad de la enfermedad
medida por el grado de obstruccion al flujo aéreo (172) y la existencia de exacerbaciones,
sobre todo en el afio precedente a la evaluacién (173).

Diferencias entre sexos

Diversos autores han demostrado que las mujeres con EPOC tienen peores puntuaciones
en los cuestionarios de calidad de vida que los hombres (19, 126, 133). Sin embargo, para
otros no existirian diferencias significativas entre ambos sexos (36, 71, 168, 172). Por otra
parte, un interesante estudio muestra que los factores que mas influyen en la calidad de
vida difieren en hombres y mujeres. Mientras que en los primeros los mas importantes
son la disnea, la capacidad de ejercicio y el grado de hiperinsuflacion, en las mujeres son
la disnea y el grado de oxigenacidn arterial. Es decir, que la mecanica respiratoria jugaria
un papel mas importante en los varones mientras que el intercambio anormal de gases lo
haria en las mujeres. Este estudio concluye ademas que las diferencias en la calidad de
vida relacionadas con el sexo Unicamente se observan en los estadios mds iniciales de la
enfermedad les de la enfe (1y 2), desapareciendo en los mas avanzados (174).



5. Tratamiento

Aungue recientemente el tratamiento de la EPOC se ha adaptado a las nuevas clasificacio-
nes como GOLD y GesePOC (1, 7), que tienen en cuenta las caracteristicas clinicas-radiold-
gicas de los pacientes, en este apartado se describird el tratamiento de la EPOC de forma
m4&s general.

5.1 Deshabituacion tabaquica

El tratamiento del tabaquismo es un pilar fundamental en el abordaje del paciente con
EPOC. Sin embargo, hasta un 30-70% de los pacientes con esta enfermedad contintian
fumando a pesar de haber recibido consejo sobre la conveniencia de abandonar dicho
héabito (7). Actualmente la intervencidn terapéutica se basa en una terapia cognitivo-
conductual y/o el tratamiento farmacoldgico mediante la terapia sustitutiva con nicotina
o farmacos, como el bupropién o la vareniclina.

Diferencias entre sexos

Los hombres tienen mas éxito en las tentativas de cese del habito tabdquico que las
mujeres (175), quiza debido a que asocian mayor mejoria de los sintomas que éstas (176).
Sin embargo, sorprendentemente las mujeres que consiguen dejar de fumar recuperan 2,5
veces mas funcidon pulmonar que los hombres (177). Por otra parte, la terapia sustitutiva
con nicotina es menos eficaz en cuanto a reducir la ansiedad (craving) en mujeres que en
hombres, quizds porque en las primeras se produzca una mayor ganancia de peso (171).
Respecto a los otros dos tratamientos farmacolégicos, bupropion y vareniclina, no se han
demostrado diferencias significativas en funcién del sexo (171.

5.2 Farmacos

a) Broncodilatadores inhalados

Las guias internacionales (2) sugieren que la terapia broncodilatadora debe iniciarse
cuando el paciente estd sintomdtico. Sin embargo, no suelen hacer distincién sobre el
tipo de broncodilatador de accidn prolongada a elegir como primera opcion.

Broncodilatadores de accion corta

Los broncodilatadores de accién corta ya sean anticolinérgicos (SAMA), como el bromuro
de ipratropio, o B2 agonistas (SABA), como el salbutamol o la terbutalina, son eficaces en



el control rapido de los sintomas. Estos farmacos, afiadidos al tratamiento de base, son
de eleccion para el control a demanda de los sintomas, sea cual sea el nivel de gravedad
de la enfermedad.

Anticolinérgicos de larga duracién (LAMA)

Los farmacos anticolinérgicos bloquean de forma competitiva el efecto de la acetilcolina
sobre sus receptores, situados en el musculo liso del arbol bronquial. Producen
broncodilatacion, reducen la produccién de moco y generan efectos anti-inflamatorios.
Como consecuencia de estos efectos parece que ademas disminuyen el nimero de
exacerbaciones (120). El bromuro de tiotropio, bromuro de aclidinio y bromuro de
glicopirronio son LAMA desarrollados para el tratamiento de mantenimiento de la EPOC.
Presentan ciertas diferencias menores entre si, pero ninguna de éstas es suficiente para
recomendar con mayor fuerza un LAMA frente a los otros (1, 7).

Agonistas 2 de larga duracién (LABA)

La accion broncodilatadora de estos farmacos se lleva a cabo estimulando los receptores
beta-2 adrenérgicos de la via aérea, lo que ocasiona un incremento del adenosina-
monofosfato ciclico intracelular, que al inhibir la fosforilaciéon de la miosina y reducir el calcio
ionico intracelular produce relajacion del musculo liso bronquial. Ademas, de forma paralela
se bloquea la broncoconstriccion inducida por diferentes estimulos, y se puede inhibir la
liberaciéon de mediadores por parte de las células inflamatorias, reduciendo la permeabilidad
vascular e incrementando el aclaramiento mucociliar (178). Los LABA se hallan representados
por dos grupos en funcion de su vida media, salmeterol y formoterol con una actividad de 12
horas, e indacaterol, olodaterol y vilanterol con actividad por 24 horas.

b) Teofilina

Las teofilinas son farmacos con efecto broncodilatador débil pero que presentan efectos
aditivos a los broncodilatadores mas habituales. Se ha descrito ademas un efecto positivo
de estos farmacos sobre la fuerza del diafragma asi como un aumento del rendimiento de
los musculos respiratorios, reduccién del atrapamiento aéreo, mejoria del aclaramiento
mucociliar y reduccién de las agudizaciones. Incluso se les ha atribuido efectos
antiinflamatorios (120). En cualquier caso, su limitada eficacia clinica y su estrecho
margen terapéutico las relega a ocupar un lugar de segunda linea, estando indicados
fundamentalmente en pacientes graves (7).



Diferencias entre sexos

Generalmente, los estudios realizados no estan disefiados para evaluar la respuesta del
farmaco en funcion del sexo, por lo que hay muy pocos datos al respecto (171, 175). Algunos
trabajos muestran que las mujeres tienen una mayor respuesta inicial al broncodilatador,
probablemente asociado al hecho de que muestran también una mayor hiperreactividad
bronquial (133). Seguin otros estudios tanto la combinacién de salmeterol/fluticasona como
el tiotropio tienen la misma eficacia en cuanto a mejoria de la funcién pulmonar, sintomas,
calidad de vida y disminucidn del nimero de exacerbaciones en ambos sexos (179, 180).

¢) Glucocorticoides
Glucocorticoides inhalados

La mayoria de los estudios no demuestran mejoria de la funcién pulmonar ni de la
mortalidad a largo plazo con el uso de los corticoides inhalados, pero hay evidencia de
que estos fdrmacos mejoran la tolerancia al ejercicio y reducen la gravedad y frecuencia
de las exacerbaciones con pacientes en estadios GOLD 3 y 4 (181. Actualmente su
empleo estd indicado en enfermos con agudizaciones frecuentes, es decir cuando se
producen 2 o mas por afio. Por otra parte, los corticoides inhalados en combinacién con
un agonista beta-2 adrenérgico de accion prolongada son mas efectivos que de manera
aislada, y contribuyen a un mejor control de los sintomas (1, 7, 18D.

Glucocorticoides sistémicos

Estan indicados unicamente en las exacerbaciones de la enfermedad puesto que han
demostrado que aceleran la recuperacion de los sintomas, mejoran la funcién pulmonar
y disminuyen los fracasos terapéuticos (7). Generalmente se recomienda su uso durante
7-10 dias, aunque estudios recientes sugieren que la duracion del tratamiento podria ser
incluso inferior en aquellas agudizaciones que no precisen de ingreso hospitalario (182).

Diferencias entre sexos
Respecto a los corticoides inhalados, la budesonida, parece ser mas eficaz en hombres
que en mujeres en cuanto a la reduccién de expectoracion (129). Sin embargo, las mujeres

presentan mas efectos deletéreos ante la interrupcion de este tratamiento (183).

En cuanto a los corticoides sistémicos, no existen hasta el momento estudios que sugieran
diferencias en la respuesta a dicho tratamiento en funcién del sexo.



d) Otros Antiinflamatorios

El roflumilast es un antiinflamatorio de administracion oral que produce inhibicion de la
fosfodiesterasa 4 (PDE-4), una isoenzima predominante en la mayor parte de las células
estructurales e inflamatorias implicadas en la patogénesis de la EPOC. Actualmente su uso
estd limitado como terapia adicional en pacientes con EPOC grave asociada a bronquitis
crénica y con un historial de exacerbaciones frecuentes. Los escasos estudios publicados
muestran que estos farmacos producen en los pacientes con EPOC una discreta mejoria
de la funciéon pulmonar, aunque clinicamente parece poco relevante. También parecen
disminuir el nimero de exacerbaciones. Sin embargo, tienen escaso impacto sobre la
calidad de vida (SGRQ) o los sintomas. Un inconveniente importante de estos fdrmacos son
los frecuentes efectos secundarios que presentan a nivel gastro-intestinal, como la diarrea,
nduseas y vomitos, asi como los trastornos del suefio y del estado de danimo (1, 7, 187.

Diferencias entre sexos

No existen hasta el momento estudios que sugieran diferencias entre sexos en la
respuesta a roflumilast.

e) Antibioticos

Estos farmacos se utilizan en las exacerbaciones de causa infecciosa y probable origen
bacteriano, asi como en casos muy seleccionados de pacientes en estadios avanzados
y con agudizaciones frecuentes que, a pesar de un tratamiento correcto de su EPOC,
requieren multiples tratamientos antimicrobianos o ingresos hospitalarios (1, 7, 187).
Aparte de este uso coyuntural en las exacerbaciones, los antibidticos pueden usarse
también de forma prolongada. Para esto ultimo se utilizan fundamentalmente dos familias,
los macroélidos (con intencidon de aprovechar también su accién antiinflamatoria) y las
quinolonas (para lograr una maxima erradicacion bacteriana a nivel de la via aérea). Los
primeros son administrados generalmente de forma prolongada y a dosis bajas por su
mencionada actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora. En pacientes estables con
EPOC grave han demostrado reducir de forma significativa el nimero de agudizaciones
(181). A su vez, la utilizacion de quinolonas durante los periodos de estabilidad (tratamiento
de la infeccion bronquial crénica) ha demostrado poder erradicar las bacterias presentes
en el esputo en la mayoria de pacientes con EPOC grave, con lo que se reduce la infeccién
bronquial crénica y el numero de exacerbaciones (181).



Diferencias entre sexos

No se existe evidencia de diferencias relacionadas con el sexo tras el tratamiento con
antibidticos de forma prolongada.

5.3 Rehabilitacion respiratoria

La rehabilitacién respiratoria es una parte fundamental del tratamiento de los pacientes
con EPOC, yasi loreconocen las principales guias de tratamiento de la enfermedad (184,
185). Estd indicada en todos los pacientes sintométicos, especialmente en aquellos con
disnea a pesar de seguir un tratamiento farmacoldgico correcto, independientemente del
grado de enfermedad (184). Los objetivos de la rehabilitacion respiratoria son mejorar los
sintomas y la capacidad de ejercicio y estabilizar o revertir algunas de las manifestaciones
sistémicas de la enfermedad (184, 186). En este sentido, la rehabilitacion respiratoria ha
demostrado disminuir la disnea, mejorar la capacidad de esfuerzo y la calidad de vida asi
como mejorar los aspectos psicoemocionales, disminuyendo la ansiedad y la depresion
(153, 186). Por otra parte, la rehabilitacion respiratoria también ha demostrado reducir
el niumero de dias de hospitalizacién y el uso de los servicios sanitarios, por lo que se
considera como una intervencion coste-efectiva (186). Sin embargo, no existe suficiente
evidencia para determinar si tiene efecto sobre la supervivencia de los pacientes (186).
Generalmente se propone que el programa de rehabilitacidn respiratoria se realice en la
fase estable de la enfermedad. Sin embargo, en los uUltimos afios se ha podido demostrar
que cuando un programa se inicia inmediatamente después de una agudizacion, ademas
de ser seguro, muestra los mismos beneficios en términos de mejoria de los sintomas, la
capacidad de esfuerzo, la calidad de vida y la reduccion de las hospitalizaciones que los
programas realizados en fase estable (184, 185).

Diferencias entre sexos

La rehabilitacion respiratoria es igual de eficaz en ambos sexos respecto a la mejoria
en la calidad de vida a corto plazo. Sin embargo a largo plazo estas mejoria solo parece
persistir en los hombres (187). Otros estudios sefialan que en las mujeres con EPOC la
rehabilitacion respiratoria influye mas sobre el estado psicosocial que en los hombres,
aunque no se han encontrado diferencias en cuanto a mejoria de sintomas respiratorios
o mejoria funcional (188).



5.4 Oxigenoterapia

La oxigenoterapia es la Unica intervencion, ademas de la supresion del tabaquismo,
que ha demostrado reducir la mortalidad en pacientes con EPOC, atenuando ademas
la insuficiencia cardiaca derecha originada por el cor pulmonale, mejorando la funcién
neuropsicoldgica y aumentando la tolerancia al ejercicio y la capacidad para realizar
actividades de la vida cotidiana (189).

Oxigenoterapia continua

Estd indicada en pacientes con EPOC que, en reposo y respirando aire ambiente,
mantienen una PaO, inferior o igual a 55 mmHg, y también en aquellos enfermos que
presentan una PaO, entre 55 y 59 mmHg, pero ademas muestran evidencia clinica o
electrocardiografica de hipertensién pulmonar, un hematocrito superior al 55% o signos
de insuficiencia cardiaca derecha (1, 7, 181). Para obtener un efecto sostenido de la
oxigenoterapia es necesario su administracién durante mas de 15 horas al dia.

Oxigenoterapia intermitente

Estd indicada en aquellos pacientes con EPOC que presentan una PaO, basal superior a
60 mmHg, pero desarrollan hipoxemia en determinadas circunstancias, especialmente
durante el ejercicio y el suefio.

Hipoxemia en ejercicio: La correccion de la hipoxemia durante el ejercicio mediante
oxigenoterapia mejora el aporte periférico de oxigeno, reduce la demanda ventilatoria,
atenua la hiperinsuflaciéon dindmica y mejora la funcién cardiaca derecha (190). A corto
plazo origina un aumento de la tolerancia al ejercicio y reduccién de la disnea (191). A medio
plazo mejora también la calidad de vida relacionada con la salud (192), manteniéndose la
mejora en la capacidad de ejercicio (193).

Hipoxemia nocturna: Actualmente se considera como hipoxemia nocturna la de aquellos
pacientes con desaturacion de la oxihemoglobina (Sp02<90%) durante el suefio por al
menos un 30% del tiempo total del registro nocturno, y que presentan consecuencias
relacionadas con dicha hipoxia, tales como la poliglobulia o la insuficiencia cardiaca
derecha. En estos pacientes estaria indicada la oxigenoterapia nocturna, aunque también
se puede considerar el uso de la CPAP (presion positiva continua en la via aérea) o
la ventilacion mecdanica no invasiva, que pueden sustituir o complementar la propia
oxigenoterapia (194).



Diferencias entre sexos

Los estudios sobre los efectos de la oxigenoterapia respiratoria en relacién al sexo de los
pacientes con EPOC muestran resultados contradictorios. Mientras que un meta-andlisis
muestra que las mujeres con oxigenoterapia crénica presentan un mayor aumento de
la supervivencia que los hombres (195), otro estudio concluye que su supervivencia es
peor (21).

6. Inflamacion sistémica

Inicialmente se pensaba que la inflamacién sistémica de los pacientes con EPOC derivaba
de la inflamacién pulmonar, que se extendia mas tarde al resto del organismo a través
de la sangre (teoria de “spillover”) (196). Sin embargo, la ausencia de correlacion entre
los niveles de inflamacién en el pulmén, la sangre y otros 6rganos, incluido el musculo
esquelético, asi como la existencia de afectacion muscular en estadios muy iniciales de la
enfermedad precediendo incluso a la afectacion pulmonar, van en contra de esta teoria
(77,197).

Los pacientes con EPOC, tanto fumadores como exfumadores, tienen mayores niveles
de determinados marcadores de inflamacién en el plasma. Es el caso de la PCR,
fibrindgeno, leucocitos, TNF-a, IL-6 e IL-8 (121, 198, 199). También muestran aumento
de marcadores de estrés oxidativo como F2-isoprostanos y prostaglandinas (200, 20D.
Ambos fenémenos sugieren que persiste cierto grado de inflamacion sistémica a pesar
del abandono del habito tabaquico. Por otra parte, algunos autores han descrito una
asociacion significativa entre el grado de enfisema pulmonar y los niveles séricos de
determinadas citoquinas inflamatorias como IL-6 y TNF-a (45). En el mismo sentido, se
ha visto que los niveles séricos de IL-8, IL-6 y TNF-a disminuyen en los pacientes con
EPOC en los que se ha reducido el drea de enfisema por cirugia de reduccion de volumen
pulmonar. Este descenso se correlaciona ademas con la reduccién de la hiperinsuflacion
y la mejoria del IMC después de la cirugia (122).

Por otra parte, diversos autores han observado que los niveles séricos de diversos
marcadores de inflamaciéon como PCR, fibrinbgeno e IL-6 se elevan durante las
exacerbaciones de la EPOC (121, 202-204). Ademas, niveles elevados de PCR y de
fibrinbgeno presentes en situacion estable se han asociado a un aumento del riesgo de
hospitalizaciones por exacerbacion (205-207), la gravedad expresada por el indice BODE
y el grado de disnea (121).



En los pacientes con EPOC también se ha demostrado un incremento en los niveles
séricos de mieloperoxidasas (MMP), fundamentalmente de la MMP-9. Sin embargo existe
discrepancia respecto a la asociacién entre MMP-9 y el deterioro de la funcién pulmonar.
Mientras unos autores han observado que niveles bajos de MMP-9 se asocian tanto con
la gravedad de la enfermedad como con un aumento de mortalidad (199) otros grupos
no han observado ninguna correlacién (208) o incluso han descrito una relacion inversa
con el FEV, (209), o el deterioro de funcién pulmonar (210). En otro estudio, se asoci6 la
relacién de MMP-9/TIMP-1 (inhibidor de la metalopeptidasa 1) con la obstruccién al flujo
aéreo, sugiriendo que un exceso en el denominador podria ser la causa del remodelado
bronquial (211. Al igual que sucede con otros marcadores de inflamacion se ha descrito un
mayor aumento de los niveles de mieloperoxidasas en sangre durante las exacerbaciones
(123). Por otra parte algunos autores han observado una elevacion de los niveles séricos
del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en pacientes con EPOC, lo que se
ha asociado con la gravedad de la enfermedad (199).

Recientemente se ha implicado también al tejido adiposo en la inflamacidn sistémica. Asi
la leptina y la adiponectina se han asociado con la respuesta inmune en la EPOC, tanto
en fase estable como durante las exacerbaciones (212). Varios estudios han demostrado
que la leptina podria tener una accién proinflamatoria, actuando como una citoquina.
Sin embargo también participaria en la reparacion del dafio tisular (213). Por su parte, la
adiponectina tendria propiedades antiinflamatorias, reduciendo la produccién y actividad
de TNF-q, inhibiendo la produccién de IL-6 y favoreciendo la produccidén de la citoquina
predominantemente antiinflamatoria IL-10 (214, 215).

Diferencias entre sexos

Respecto a las potenciales diferencias en estos biomarcadores séricos de inflamacién
en relacion al sexo, no hay suficiente bibliografia publicada hasta el momento para sacar
conclusiones sdlidas. Un pequefio estudio que incluia 40 hombres y 40 mujeres con
EPOC (132) permitié observar diferencias significativas en algunos de estos marcadores.
En concreto, las mujeres mostraron niveles inferiores de IL-6 y VEGF y niveles superiores
de IL-16 (quimioatrayente para diversas células inmunitarias como células T, monocitos,
eosindfilos y células dendriticas) que los varones con la enfermedad. Otro estudio sin
embargo, que incluia 159 mujeres y 249 hombres, no mostré diferencias en los niveles de
PCR, TNF-q, IL1B e IL-6 entre ambos sexos (216).



Mecanismos genéticos implicados en la respuesta inflamatoria

Hasta el momento, el Unico factor de riesgo genético conocido en pacientes con EPOC
es el déficit plasmético de o, antitripsina (217). Otros polimorfismos detectados en genes
que codifican proteinas inflamatorias como la PCR y la IL-8 no han mostrado ninguna
asociacion con el riesgo de padecer EPOC. Sin embargo, estudios amplios de perfiles
de expresion génica han mostrado la sobreexpresion de diversos genes que codifican
citoquinas inflamatorias, y regulan la activacién, proliferacion y diferenciacion celular
(218). De este modo, se han publicado diversos estudios sobre polimorfismos en el
gen de la IL-6, asociados a la susceptibilidad de presentar EPOC (219-221). Asimismo
se han descritos polimorfismos en el gen que codifica el TNF-q, pero en este caso
la relacion con el riesgo de presentar EPOC no es del todo consistente, ya que los
resultados publicados son contradictorios (222, 223). Recientemente se ha relacionado
la presencia de polimorfismos del gen de la adiponectina, cuyo papel en la inflamacién
es algo controvertido, con el riesgo de presentar EPOC (224). En este sentido ha surgido
recientemente la hipétesis de que la disfuncion adipocitica podria favorecer el proceso
inflamatorio sistémico y contribuir al desarrollo de comorbilidades.



7. Afectacion muscular

A continuacion se revisara especificamente la afectacion muscular en los pacientes con
EPOC, describiendo la estructura y funcién del musculo esquelético normal asi como las
alteraciones secundarias a la enfermedad.

7.1 Estructura y funcién del misculo esquelético

La unidad del musculo esquelético es la fibra muscular. En un corte transversal de ésta
se observa que tiene forma poligonal, con los nucleos en la periferia. Entre los haces
musculares se puede distinguir tejido conjuntivo, en el cual estan incluidos los vasos
sanguineos y los nervios (Fig. 4.
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Figura 4. Representacién de una fibra muscular estriada.Tomada de.Bentzinger CF1, Wang YX,
Rudnicki MA.Building muscle: molecular regulation of myogenesis Alteraciones nutricionales en
la enfermedad pulmonar obstructiva crdnica. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012 Feb 1,4(2).

Las fibras musculares se forman a través del proceso de miogénesis, el cual tiene 2
fases: el crecimiento y la diferenciacion. Algunas células progenitoras sin embargo, se
dirigen directamente a la fase de diferenciacion, sin fase de célula satélite quiescente, y
directamente se trasforman en mioblastos. Otras células progenitoras permanecen como
células satélites y forman una poblacion heterogénea de células madre. Las células satélite
quiescentes pueden activarse, e iniciar el proceso de miogénesis. Sin embargo, una vez
activadas pueden retornar también de nuevo a la fase de reposo (Fig. 4). Los principales
factores de regulacion de la fase miogénica inicial de proliferacion son el Six1/4, Pax3
(Paired box protein) y Pax7, mientras que Myf5 (factor 5 miogénico) y MyoD (proteina
1 de diferenciacién miogénica) conducen las células hacia el proceso de diferenciacion.
Esta ultima fase conlleva también la fusion de los miocitos formando miotubos y se lleva



a cabo a través de los factores miogenina (MyoG) y el MRF4 (factor miogénico regulador
4) entre otros (225). Cuando el musculo adulto se lesiona, las células satélite se activan,
trasformandose en mioblastos e iniciando el proceso de miogénesis.
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Figura 5. Regulacion del proceso de miogénesis por los factores de trascripcion. Tomada de.Bentzinger CF1,
Wang YX, Rudnicki MA.Building muscle: molecular regulation of myogenesis Alteraciones nutricionales en la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012 Feb 1;4(2).



El musculo esquelético tiene dos propiedades funcionales fundamentales: la fuerza, o
facultad de desarrollar un esfuerzo maximo, y la resistencia o capacidad de mantener
un esfuerzo submdximo a lo largo del tiempo. Para llevar a cabo estas dos funciones las
fibras musculares son funcionalmente heterogéneas y se diferencian en funcion de tres
factores:

1 Caracteristicas funcionales: contraccion lenta y contraccion rapida. Estas ultimas
a su vez se subdividen en resistentes a la fatiga, con resistencia media a la fatiga y
muy fatigables.

2 Metabolismo: segun sea predominantemente oxidativo o glicolitico.

3  Expresion predominante de las isoformas de las cadenas pesadas de miosina (MyHC,
sigla en inglés de Myosin Heavy Chain): MyHC |, MyHC lla, MyHC lIx y MyHC llb (esta
ultima presente en algunas especies animales pero ausente en humanos). Existen
también fibras mixtas, que coexpresan dos o mas isoformas de miosina.

Segun estos tres criterios, las fibras musculares pueden clasificarse de la siguiente
manera (226):

Caracteristicas

Fibras |

Fibras lla

Fibras lIx

Fibras llb

Contraccion Contraccion
. Contraccion lenta | Contraccion rapida | rapida L.
Funcionales . ; . : . . muy rapida
Resistente fatiga | Resistente fatiga Resistencia .
; Muy fatigables
media
Metabolismo Ox'c,jaF'VO' Int.erm.edlo:. i Glicolitico Glicolitico
aerobico oxidativo-glicolitico
Expresion
MyHC MyHC | MyHC lla MyHC lIx MyHC Ilb
predominate

Tabla 4: Fibras musculares: Clasificacion segun propiedades funcionales, metabdlicas y expresion de las

isoformas de MyHC.



Las proporciones de cada tipo de fibra en un musculo dependen de la accidn especifica
del mismo (227), pero pueden variar en sus diferentes zonas, y también modificarse en
respuesta a diversos estimulos como el entrenamiento o el esfuerzo. Estos pueden regular
el tamafo y tipo de fibra para adaptarse a los nuevos requerimientos funcionales (228).

7.2 Daiio muscular y reparaciéon del misculo

El dafio muscular se define como cualquier lesidon estructural causada por una noxa
especifica. Generalmente es debido a un exceso de carga, lo que motiva un aumento en
la potencia necesaria para la realizacion de cada contraccion y puede producir dafio. Sin
embargo, factores como la inflamacion, el estrés oxidativo, la hipoxemia, la hipercapnia,
el envejecimiento, la desnutricion o la inmovilizacién también pueden generar dafio
muscular. En alguna de estas ultimas circunstancias el dafio se asocia ademas con atrofia
(menor tamafo) de las fibras, especialmente las de tipo | (229, 230).

El mecanismo de dafio-reparacién muscular se puede dividir en tres partes: lesion,
fagocitosis-inflamacién, y remodelado, con eventual restauracién de la funcién muscular.
Como resultado del dafio puede producirse una necrosis celular debido a la rotura de la
membrana y a la activacion de proteasas calcio-dependientes. A nivel molecular también
puede producirse rotura de las sarcomeras. Estos hechos van seguidos de una invasién
de células inflamatorias dentro del tejido muscular. En primer lugar llegan los neutréfilos y
posteriormente dos diferentes subclases de macréfagos: los M1 que secretan citoquinas
inflamatorias y promueven la fagocitosis de material necrético celular y proliferacién
de células satélites, y los M2 que producen citoquinas anti-inflamatorias que son
fundamentales para la diferenciacion mioblastica y la regeneracion. Por tanto ambas
poblaciones de macréfagos son fundamentales para la correcta actividad miogénica (231.

Los mecanismos moleculares intracelulares que acaban generando dafio muscular no son
todavia bien conocidos, pero parece que un aumento del calcio procedente del reticulo
sarcopldsmico produciria, como ya se ha comentado, una lipolisis de la membrana celular
y ademds generaria la degradacidn de diversas enzimas, con activacion de la calpaina, una
proteasa citoplasmdtica responsable de la degradacién de proteinas del citoesqueleto
(desmina y a-actina)(232).

Tras la lesion, y dependiendo de variables asociadas con el tipo del estimulo y la
integridad de los mecanismos de reparacion, puede producirse la restauracion o no
de la funcidon muscular. El resultado final de la regeneracion o reparacién muscular. Se
denomina remodelacién si existen cambios en el fenotipo muscular final. Esto puede
incluir modificaciones en la expresidon de las diferentes isoformas de MyHC y también



cambios metabdlicos y funcionales en el musculo. Si el fenotipo final es muy similar al
inicial se considera “restitutio ad integrum”. El elemento principal que interviene en el
proceso de la miogénesis son las células satélite, que al activarse se fusionan con las
fibras musculares, integrando sus nucleos en ellas e iniciando todo el proceso que se ha
explicado anteriormente.

Cuantificacion del dafio
Basicamente existen tres formas para cuantificar el dafio muscular:

* Mediante deteccion de proteinas en una localizaciéon aberrante por ruptura de la
membrana celular. Dentro de esta tipo de técnicas se ha descrito la deteccion de
CPK, GOT y LDH en sangre periférica. También la deteccion de fibronectina, una
proteina de alto peso molecular y localizacién extracelular dentro del citoplasma de
la fibra. Esto ultimo puede ir asociado a la ausencia de desmina, proteina de bajo
peso molecular y localizacion intracelular. Todos estos fenémenos indicarian que se
han producido fragmentaciones en la membrana celular y por tanto dafio muscular
(233). De forma similar, la deteccion de colorantes, que han sido administrados por
via intravenosa y son incapaces de penetrar en las fibras en circunstancias nor-
males, en el interior de éstas, también indicaria la existencia de fragmentaciones de
la membrana celular (234).

* Mediante técnicas histoldgicas que permitan la determinaciéon de porcentaje de
“musculo anormal”. Entre otras, la descrita por Macgowan (235), que aproxima de
una forma sencilla la presencia y magnitud de los fendmenos de dafio y regenera-
cion a nivel muscular. Es la técnica utilizada en la presente tesis, y por ello se explica
con detalle en el apartado de Métodos. Bdsicamente se realiza contabilizando una
serie de alteraciones en la estructura del musculo: fibras con nicleos internos, pre-
sencia de células de aspecto inflamatorio, presencia de depdsitos de lipofucsina,
células anormales y signos de inflamacidn. Posteriormente se obtiene el porcentaje
de “musculo anormal” respecto al total de musculo evaluado. La presencia de nu-
cleos internos indica la presencia de regeneracion muscular, puesto que los ndcleos
adoptan esta localizacién para iniciar dicho proceso (236).

* Mediante el analisis de las diferentes estructuras, fundamentalmente las sarcome-
ras, mediante microscopia electrénica (237).



7.3 Disfuncién muscular en la EPOC

La disfuncion muscular se define como la incapacidad de un musculo para cumplir su
cometido y se expresa como alteraciones en la fuerza, en la resistencia o en ambas (238).
Es probablemente la manifestacién sistémica mas estudiada de la EPOC y tiene un origen
multifactorial, tanto con factores etioldgicos locales como sistémicos, afectando tanto a
musculos respiratorios como periféricos (77).

7.3.1 Factores implicados en la disfunciéon muscular en los pacientes con EPOC

Inflamacion local y sistémica: Pueden conducir a la activaciéon de diferentes vias
celulares produciendo atrofia y/o disfuncién muscular mediante apoptosis, autofagia,
estrés oxidativo y activacion de sistemas catabdlicos como el del proteasoma-ubiquitina
(77). Ademas ciertas citoquinas como el TNF-a pueden inhibir per se la contraccién
muscular (239). Sin embargo, el papel de las citoquinas a nivel local muscular no esta
claro. Algunos estudios sugieren que podrian participar no sélo en el dafio y la disfunciéon
muscular si no también en los mecanismo de reparacién (240, 2471).

Estrés oxidativo local y sistémico: Cuando la presencia de radicales libres supera
la capacidad de los mecanismos antioxidantes, tanto a nivel sistémico como local se
producen lesiones de diferentes estructuras moleculares (proteinas, lipidos, ADN), con
importantes consecuencias en la estructura y funcion celulares (242, 243).

Estado nutricional: Como ya se ha mencionado anteriormente, las alteraciones nutrici-
onales son frecuentes en los enfermos con EPOC (66). Estas alteraciones pueden oca-
sionar disminucion de la masa muscular, cambios en las proporciones y tamafios de las
fibras (88) y finalmente disfuncidon muscular (244).

Decondicionamiento: Hoy en dia se cree que es la causa principal de las alteraciones
musculares periféricas que presentan los sujetos con EPOC. La reduccion de la actividad
fisica ya sea secundaria a la limitaciéon ventilatoria, al estilo de vida o a la depresién
reactiva que a menudo acompafia a la enfermedades son muy frecuentes en los pacientes
con EPOC (99, 100). Los resultados son similares a los que presentan pacientes con
inmovilizacion o desuso de un grupo muscular, produciendo fibras de menor tamafio y
aumento de la proporcién de las de tipo Il (245). Sin embargo, estos cambios pueden ser
reversibles, al menos parcialmente con el entrenamiento (246, 247).

Hipoxia-hipercapnia: La hipoxia puede aumentar el nivel de inflamacion sistémica y de
estrés oxidativo, asi como producir un desequilibrio proteico, apoptosis y alteraciones



en la regeneracion muscular (165, 248-251). Todo ello puede conducir a una reduccién
en la fuerza y en la resistencia musculares. La hipercapnia por su parte puede producir
también disfuncion muscular (252), aunque en general, ésta Ultima es producto de la
acidosis secundaria, que induce desequilibrio en la sintesis/catabolismo proteico (253) y
afecta también directamente a la contracciéon muscular (252).

Hormonas anabolizantes: La hormona del crecimiento (GH) aumenta la produccion y
acciones del factor de crecimiento asociado a la insulina (IGF-1), que interviene en la
sintesis proteica e inhibe la degradacion. Aunque los niveles de GH pueden ser normales
en los pacientes con EPOC, la interaccion entre GH e IGF-1 parece estar alterada (80).
Por otra parte, la testosterona, hormona anabolizante que aumenta la sintesis proteica
muscular, podria también estar disminuida en algunos pacientes con EPOC, contribuyendo
asf a reducir su masa muscular (81.

Comorbilidades y envejecimiento: La disfuncién muscular es también frecuente en otras
enfermedades muy prevalentes como la insuficiencia cardiaca, la diabetes mellitus o el
céncer. Estas enfermedades, como se ha descrito previamente son comorbilidades habituales
también en los pacientes con EPOC. Por otra parte, el envejecimiento per se implica una
pérdida de masa muscular y atrofia de las fibras musculares (sarcopenia) (88-91).

Tabaco: El tabaco en si puede también dar lugar a pérdida de masa muscular aumentando
la proteolisis, la apoptosis, la autofagia y a través de mecanismos epigenéticos (82, 93,
254, 255). También produce un aumento de la inflamacién sistémica y del estrés oxidativo
(256). Todo ello disminuye la proporcién de fibras de tipo |, lesiona las fibras y reduce la
actividad mitocondrial (254).

Exacerbaciones: Es uno de los factores que se cree contribuye de forma determinante
a la disfuncién muscular, tanto por su propio efecto, al aumentar la inflamacion y estrés
oxidativo, como por otros factores asociados a ella como son el encamamiento, y los
farmacos esteroideos (77, 238, 257). Por otra parte, los pacientes con EPOC con mayor
grado de disfuncion muscular también tienen un riesgo superior de exacerbaciones (258).

Vitamina D: Varios estudios han mostrado un déficit de 25-hidroxi-vitamina-D (25(0H)
VitD) en pacientes con EPOC en comparacion sujetos sanos e incluso con fumadores. Se
ha descrito ademds una correlacion entre los niveles de esta vitamina y la gravedad de
la enfermedad (167), asi como con la progresion del deterioro de funciéon pulmonar y el
riesgo de exacerbaciones (259, 260). Otros autores, aunque no observaron diferencias
significativas en cuanto a los niveles de 25 (OH) Vit D (aunque si una fuerte tendencia:
p=0,07) entre pacientes y sanos, si constataron un aumento en la hormona paratiroidea



(PTH) lo que indicaria una disminucion en la relacion 25(0OH) VitD/PTH, sugiriendo algun
tipo de resistencia a la vitamina D en pacientes con EPOC (261). Diversos factores pueden
favorecer el déficit de vitamina D en estos enfermos con EPOC. Por un lado se ha descrito
una ingesta insuficiente de la vitamina, al menos en la poblacidn espafiola (262), y por
otra parte los pacientes tienden a reducir el tiempo que pasan fuera de casa a medida que
avanza su enfermedad (263), lo que como es conocido afectaria a la sintesis de la vitamina.

Respecto a la afectacién muscular, la deficiencia de vitamina D se ha asociado con atrofia
de fibras de tipo Il (264, 265). Por otra parte, los suplementos de esta vitamina han
demostrado que aumentan tanto el tamafio como la proporcion de ese tipo de fibras (266,
267). Finalmente, algunos estudios han observado una asociacion entre los niveles de
vitamina D y la fuerza muscular tanto en poblacién sana (261) como en poblacién anciana
(268-270). Sin embargo, hasta la fecha, no se han demostrado este tipo de asociaciones
en pacientes con EPOC (261), aunque algunos autores sugieren que el tratamiento con
Vitamina D durante la rehabilitacion en aquellos pacientes concretos que presentan
deficiencia de vitamina D podria tener efectos beneficiosos (271).

7.3.2 Musculos respiratorios y EPOC

En los pacientes con enfisema pulmonar, el diafragma debe realizar un mayor trabajo
bajo unas condiciones extremadamente adversas. Por una parte la hiperinsuflacion
pulmonar hace que las fibras pierdan su curvatura natural, aplanandose y acortandose.
Esto lo aleja de su longitud 6ptima para generar fuerza y por otra parte, el aumento de
las resistencias en la via aérea y del propio parénquima implican un aumento adicional
en el trabajo respiratorio, fundamentalmente en la fase inspiratoria. Pero no sélo estan
expuestos a estos factores deletéreos mecanicos locales sino también a la inflamacién
y el estrés oxidativo, tanto sistémicos como locales, a las alteraciones nutricionales, y
a determinados tratamientos, fundamentalmente los corticoides sistémicos, que tienen
todos ellos efectos negativos sobre los musculos respiratorios (77). A ésto hay que sumar
ademds el aumento en las demandas de oxigeno y nutrientes por parte de los musculos
periféricos que también pueden hallarse afectados en estos pacientes, que se suma a las
alteraciones en el intercambio de gases en el pulmoén (242).

Sin embargo, la funcién del diafragma no se halla tan alterada como cabria esperar. De
hecho la fuerza que es capaz de desarrollar en estos pacientes es superior incluso a la de
sujetos sanos si ambas poblaciones tuviesen el mismo grado de hiperinsuflaciéon pulmonar
(272). Esto es probablemente debido a la capacidad adaptativa del muisculo estriado ante
las nuevas condiciones, que desencadenan cambios estructurales y metabdlicos. Los
cambios fenotipicos y funcionales del diafragma incluirian un mayor porcentaje de fibras



con metabolismo aerdbico, un incremento de mitocondrias y de capilares, asi como un
acortamiento de las sarcomeras (273, 274).

Respecto a los musculos espiratorios, su funcidén se halla también deteriorada en los
pacientes con EPOC (275). Sin embargo, su disfuncion parece responder mas a factores
de indole sistémico. Existen pocos trabajos que hayan valorado los musculos espiratorios
en los pacientes con EPOC, ni respecto de su funcidn ni de su estructura.

7.3.3 Musculos periféricos en pacientes con EPOC

Varios estudios descriptivos han demostrado de forma consistente que la EPOC se
asocia a pérdida de fuerza y resistencia musculares, especialmente en las extremidades
inferiores (276-278). Esta alteracion es mas prevalente en estadios avanzados de la
enfermedad, llegando a afectar a casi un 40% de los pacientes, pero se encuentra ya
presente en hasta un 28% de ellos en estadios precoces (164)(72). Este hecho tiene
una importante implicacion clinica ya que la disfuncién muscular se ha asociado a una
disminucién en la capacidad de esfuerzo (279, 280), empeoramiento de los sintomas
durante el ejercicio (277) y peor calidad de vida (163, 281). Asi mismo se ha asociado a
una mayor utilizacion de recursos sanitarios y mayor mortalidad (238). Aunque como se
ha dicho, el decondicionamiento es un factor importante en la disfuncién muscular (282),
algunos autores han remarcado que ésta se asocia a la EPOC incluso en ausencia de
sedentarismo, presencia de insuficiencia respiratoria o comorbilidades (276).

La mayoria de estudios estructurales y bioldgicos de musculos periféricos han sido
realizados sobre el vastus lateralis del musculo cuaddriceps. Estos estudios muestran:

* Fibras de menor tamafio y aumento de la proporcion de las de tipo Il, que es propor-
cional a la gravedad de la enfermedad (283-285).

* Atrofia muscular que afecta, segun algunos autores, a unos tipos de fibras u otros
(284). Algunos de ellos proponen que sobre todo afecta a las de tipo lla y lIx (283).

® Reduccién del numero de contactos capilares por fibra muscular (284, 286, 287),
aunque se conserva la relacion de nimero de capilares por drea muscular. También
se ha demostrado una asociacién entre el nimero de contactos capilar-fibra con la
gravedad de la enfermedad y la capacidad de ejercicio (287).

* Aumento de células inflamatorias en el musculo (82, 288, 289). Sin embargo, hay
mayores discrepancias en la literatura en cuanto a los niveles de citoquinas. Si bien



algunos autores han encontrado mayores niveles de citoquinas inflamatorias en el
cuddriceps de los pacientes con EPOC (289), otros han evidenciado todo lo contra-
rio (240, 290).

Daflo muscular, que parece estar presente desde los estadios iniciales de la enfer-
medad (237).

Alteraciones en la reparacion. Si bien el nimero de células satélites parece preser-
vado (288, 291), parece que su capacidad regenerativa estd alterada, lo que se de-
muestra por el elevado nimero de nucleos internos y la disminucién de marcadores
tardios de regeneracion (292).

Autofagia, que se correlaciona tanto con la atrofia muscular como con el grado de
obstruccién bronquial (88, 255).

Disbalance entre sintesis y destruccion proteicas. Los pacientes con enfisema pul-
monar y bajo peso presentan alteraciones en la sintesis proteica (293), con niveles
inferiores de glutamina, glutamato, alanina y otras cadenas de aminoacidos como la
leucina (293-295). Por otra parte, la proteolisis estd aumentada parece que sobre
todo por la via ubiquitina-proteosoma (93, 296, 297). Sin embargo, el papel de otras
vias catabdlicas como las proteasas (calpainas) en la proteolisis de los pacientes
con EPOC no esta todavia bien definido.

Aumento de estrés oxidativo y nitrosativo (88, 93, 298, 299) y por otra parte, la
reduccion de la capacidad enzimatica en las vias oxidativas (300), que contribuyen
también a la disfuncién muscular.

Alteraciones epigenéticas (301, 302). Diversas modificaciones epigenéticas identi-
ficadas hasta el momento, como la metilaciéon de ADN vy la acetilacion y metilacién
de histonas, pueden contribuir a la miogéneis, asi como a la respuesta frente a la
inmovilizacion o ejercicio en los pacientes con EPOC contribuyendo a la estructura
final del musculo.



Diferencias entre sexos en la estructura del cuadriceps en poblacion sana

Respecto al tamafio fibrilar, las fibras de tipo | parecen ser mayores en mujeres que las
de tipo Il, mientras que en los hombres sucede a la inversa (303, 304). Por otra parte, si
se comparan hombres y mujeres, algunos estudios muestran que el tamafio de las fibras
es menor en las segundas (304-306), mientras que otros grupos Unicamente encuentran
diferencias en el tamafio en las fibras de tipo Il (307, 308).

En lo que hace referencia la proporcion de tipo de fibras, aunque algun estudio muestra
menor porcentaje de fibras de tipo | en mujeres (306), la mayoria de autores no encuentran
diferencias en funcion del sexo (304, 305, 308, 309).

Con respecto a la capilarizacion, los hombres parecen tener mas capilares por fibra que las
mujeres, aunque no existen diferencias en el nimero de capilares por area fibrilar (284, 308).

Diferencias entre sexos en la estructura del cuadriceps en pacientes con EPOC

Muy pocos son los estudios presentes en la literatura que se han centrado en este
aspecto. Probablemente el mas relevante es el realizado por Torres y col.(308), en el
que concluyen que no existen diferencias en cuanto al porcentaje de tipos de fibras,
su tamafio, la capilaridad ni la capacidad oxidativa y glicolitica de enzimas clave en
pacientes con EPOC en funcion del sexo. Esto sugeriria que las diferencias clinicas entre
ambos sexos solo se deben a otros factores, como la exposicion tabaquica diferencial o la
gravedad de la enfermedad. Sin embargo estos datos deben confirmarse.

7.4 Pruebas de funcién muscular

Este apartado se centrard Unicamente en las pruebas de funcién de los musculos
periféricos, objetivo central de esta tesis.

Dinamometria de prensién de mano (handgrip)

Es una técnica sencilla llevada a cabo mediante un dinamémetro. La fuerza prensil
puede expresarse en valores absolutos y también con respecto a los de referencia para
poblacién mediterranea (310). Se ha demostrado que sus valores tienen valor prondstico
en los pacientes con EPOC (311).



Contraccion isométrica maxima del cuadriceps femoral

Se realiza en postura sentada, mediante la extension del cuadriceps con la pierna fijada
por el tobillo y conectada a un dinamdémetro (107). La fuerza se expresa como valores
absolutos o con respecto a los de referencia (312). También es posible expresarla
normalizada por la cantidad de masa magra (313), lo que da una idea de la fuerza intrinseca
de las fibras.

Prueba de resistencia, a un porcentaje de la contraccion isométrica maxima del
cuadriceps femoral

Es una prueba que se fundamenta en la demostracion de una claudicacion tras un ejercicio
en ciclos de contraccién con carga subméxima (por ejemplo un 10% de la contraccién
isométrica maxima en la técnica descrita por nuestro grupo) (276).

Twitch supramaximo del cuadriceps femoral
En una maniobra no voluntaria basada en la estimulacion eléctrica o magnética del nervio

femoral mediante un estimulo Unico (twitch), con medicion de la fuerza generada tras la
activacion del musculo (107).
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I1. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta las bases planteadas en la Introduccidn, se observa que las mujeres
con EPOC presentan diferentes caracteristicas clinicas, funcionales y bioldgicas respecto
de los hombres con la enfermedad. Esto podria ser debido a factores genéticos, hormonales
o de estilo de vida.

En esta tesis se plantean las siguientes Hipdtesis:

1 Existen diferencias entre sexos tanto en la estructura como en la funciéon muscular
en pacientes con EPOC.

2 Estasdiferencias pueden explicar algunas de las desigualdades en las manifestacio-
nes clinicas y funcionales de estos pacientes con EPOC en relacién al sexo.
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I11. OBJETIVOS

El objetivo principal de la presente tesis fue determinar si existen diferencias fenotipicas
en funcion del sexo en la presentacion clinica y el estado funcional de la enfermedad,
con especial atencidn en la funcién y estructura muscular y mecanismos moleculares
subyacentes.

Objetivo primario:

Evaluar a nivel muscular (cuadriceps) los efectos de la EPOC en funcién del sexo respecto
a la fuerza, estructura fibrilar, presencia de inflamacién local, dafio tisular y regeneracién.

Objetivos secundarios:

1 Estudiar las relaciones de la inflamacién a nivel pulmonar (aire exhalado), sistémico
(plasmético) y muscular.

2  Evaluar otros aspectos de la EPOC en funcién del sexo: sintomas y calidad de vida,
composiciéon corporal, nivel de actividad fisica, funcion pulmonar, capacidad de
ejercicio.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Diseno del estudio y aspectos éticos

La presente tesis es un estudio de tipo caso-control. La inclusién de pacientes se realizd
entre marzo de 2008 y septiembre de 2010, siendo posible gracias a la colaboracién de un
equipo multidisciplinario, médico y de otras diversas titulaciones en ciencias de la salud y
de la vida, perteneciente al Servicio de Neumologia, asi como a los laboratorios asociados
de Biologia Respiratoria y de Fisiopatologia Respiratoria del IMIM y el Hospital del Mar.

El protocolo fue disefiado de acuerdo tanto a los estandares éticos de nuestra institucion
como a la declaracion de Helsinki para estudios en humanos (314). Fue aprobado por
el Comité Etico para la Investigacién en Humanos de nuestra institucién y todos los
participantes en el estudio firmaron el correspondiente consentimiento informado.

2. Poblacion del estudio

El tamafio de la muestra fue calculado a partir de datos de estudios previos sobre
disfuncién muscular, usando el software GRANMO. A partir de dicho célculo se incluyeron
21 mujeres y 21 hombres, todos ellos caucdsicos, con EPOC estable y caracteristicas
de edad, estado nutricional y gravedad de la enfermedad similares. Fueron reclutados
consecutivamente desde la consulta ambulatoria de enfermedades respiratorias de
nuestra institucion. Ademas se reclutaron inicialmente 8 mujeres sanas y 8 hombres
sanos (controles), de la poblacion general. Todos ellos sin antecedente de adiccion
tabdquica y con caracteristicas similares en cuanto a edad y composicion corporal a los
grupos de pacientes.

Los criterios de exclusion para los pacientes EPOC incluyeron la presencia de otras
enfermedades respiratorias, hiperreactividad bronquial, enfermedades cardiovasculares,
exacerbaciones de la EPOC en los 3 meses anteriores al estudio, colonizacién por
gérmenes no habituales en la via aérea, enfermedades osteoarticulares, enfermedades
cronicas metabdlicas, sospecha de miopatia, antecedentes de cancer, tratamientos
cronicos con farmacos que puedan alterar la estructura y/o funciéon muscular (corticoides
sistémicos, antagonistas del calcio, beta-bloqueantes, anabolizantes, insulina, diuréticos,
digoxina, hormonas tiroideas, etc.) y tratamiento hormonal sustitutivo.



3. Evaluacion clinica, nutricional, funcional y de calidad de vida
3.1 Evaluacion clinica

Se realizd una historia clinica completa y exploracion fisica de todos los sujetos, tanto
pacientes como voluntarios sanos, segun cuestionario estandarizado.

3.2 Evaluacion nutricional

La valoracién nutricional se realizé en todos los sujetos estudiados mediante una
evaluacién antropométrica que incluia el peso e indice de masa corporal (IMC), asi como
el estudio de la composicion corporal, calculando el indice de masa libre de grasa (FFMD,
obtenido mediante impediancia bioeléctrica (BODYSTAT 1500, Bodystat LTD. Isle of
Man, UK)(70). También se determinaron parametros nutricionales analiticos (colesterol,
proteinas totales, albumina, tiempo de protrombina, hemoglobina).

3.3 Funcion pulmonar convencional

La funcion pulmonar incluyé la realizacion de una espirometria forzada con prueba
broncodilatadora (315)(Datospir 92, SIBEL, Barcelona, Spain), la determinaciéon de los
volumenes pulmonares estéticos y resistencia de la via aérea mediante pletismografia
corporal (Body plethysmograph, Masterlab, Jaeger, Wiirzburg, Alemania) y la medicién de
la trasferencia de monoxido de carbono (DLCO) (analizador de gas incluido en Masterlab),
asi como gasometria arterial (GEM Premier 3000 Instrumentation Laboratory Worldwide
Headquarters, Bedford, MA. USA). Se utilizaron valores de referencia para poblacion
mediterrdnea en todas las variables funcionales excepto en los gases sanguineos (316-318).

3.4 Actividad fisica

La actividad fisica fue calculada usando acelerémetros (SenseWear Pro2 Armband, SWA,
Body Media, Pittsburgh, PA, USA) y siguiendo la metodologia de estudios publicados
por miembros de nuestro grupo (319). Basicamente, el paciente o sujeto sano llevaban el
acelerémetro en su brazo derecho durante 7 dias consecutivos. Al finalizar se obtenian los
resultados con informacion tanto sobre el niumero de pasos como de METs (equivalente
metabdlico).



3.5 Funcion de los musculos periféricos
a) Dinamometria de prension de mano (handgrip)

Se examin6 la fuerza de prension de la mano no dominante en todos los sujetos, siempre
en posicién sentada y con el codo en dngulo de 90° realizando una presién constante
y mantenida sobre el dinamémetro (JAMAR 030J1, Chicago, IL, USA). Se realizaron tres
medidas, y se obtuvo como valor absoluto el mds alto de tres intentos consecutivos. Se
expresa tanto en valores absolutos como en valores de referencia (310), obtenidos en
poblacién espafiola.

b) Medicion de la contraccion isométrica maxima del cuadriceps femoral (QMVC)

Se realizd en todos los sujetos en ambas piernas con un dinamémetro conectado a un
poligrafo digital (BIOPAC dinamometer, BIOPAC Systems, Schooner, CA, USA)). La QMVC
estuvo representada por el valor maximo de tensidn registrado durante tres maniobras
consecutivas y voluntarias de contraccién isométrica del cuadriceps, efectuadas con el
muslo y la pierna formando un dngulo de 90° en posicién sedente contra la resistencia
(238). Se expresan los resultados en valores absolutos y ya normalizados en funcién de la
masa libre de grasa de la pierna no dominante (FFM)(313).

3.6 Capacidad de ejercicio

La capacidad de ejercicio fue evaluada en todos los sujetos estudiados a través de la
prueba de marcha de 6 minutos segun las normativas (106). Brevemente, en condiciones
basales (de reposo) se tomaron los signos vitales, frecuencia cardiaca y saturacién de
oxigeno, asi como el grado de disnea y fatiga de las extremidades (segun la escala de
Borg modificada). Se registrd la frecuencia cardiaca y la saturacion de oxigeno de forma
continua durante la prueba. Una vez que el sujeto termind la prueba se registré el grado de
disnea y el de cansancio de extremidades inferiores (escala ya mencionada). Finalmente,
la distancia caminada se relacioné con los valores de referencia (109).

3.7. Calidad de vida

La calidad de vida relacionada con la salud fue evaluada a través del cuestionario de St.
George que es especifico para la EPOC (St. George’s Respiratory Questionnaire; SGRQ-C)
(320), usando como referencia los valores publicados por Ferrer y col. para poblacién
espafola (168).



4. Procesado de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron a primera hora de la mafiana y siempre en ayunas.
Alos 30 minutos de obtencion de la muestra ésta fue dividida y una parte fue centrifugada
a 2000-3000 rpm. durante 10 min. El suero obtenido fue separado y almacenado en
criotubos a una temperatura de -80°C hasta su analisis. Para las citoquinas se utilizé un
sistema de cuantificacion simultdnea mediante multiplex. El proceso se realizd siguiendo
las instrucciones recomendadas por el fabricante (Bio-Plex Precision Pro Assays Human
Cytokine 10-Plex, ref. 171-A1001P. Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA). De esta forma
se determinaron los niveles de TNF -a, interferdn (IFN) -y, IL 1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12, IL-13, folistatina, leptina, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), VEGF, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y molécula de adhesidn celular plaquetaria endotelial (PECAM). Todos
los andlisis se realizaron al menos por duplicado.

Ademds en el laboratorio clinico de nuestro hospital se realizé el hemograma completo,
andlisis bioquimico estandar (perfil hepatico, funcién renal, electrolitos), cuantificacion
de la proteina C-reactiva de alta sensibilidad (hsCRP),25(0H) Vit D, hormona paratiroidea
(PTH), calcio (Ca), foésforo (P) y magnesio (M@), y niveles de estriol y progesterona (en las
mujeres) siguiendo los procedimientos habituales.

B. Procesado de las muestras musculares

La biopsia del musculo cuddriceps, concretamente de la porcién denominada vastus
lateralis se realizé en el tercio medio del musculo, cara antero-lateral, siguiendo los
procedimientos publicados ya por nuestro grupo (321). Las muestras se procesaron
de la siguiente forma: un fragmento muscular (de aproximadamente 3 mm?® se fijaba
en formaldehido tamponado al 4% y se trasladaba a temperatura ambiente para ser
posteriormente incluido en parafina. Con este fragmento se realizaron los estudios de
microscopia dptica convencional (cuantificacion de dafio muscular e inmunohistoquimica
para tipificacion de fibras). Otros dos fragmentos fueron congelados y almacenados a
una temperatura de -80°C hasta la realizacidn de los anélisis de biologia molecular. Todos
los procesamientos realizados en el laboratorio se hicieron de manera ciega por parte de
un técnico y de la autora de esta tesis.

5.1 Fenotipo fibrilar

Latipificacionde lasfibras serealizé utilizando unatécnica de marcaje inmunohistoquimico
en las muestras de tejido muscular incluido en parafina de 3-pum de grosor (microtomo).



Dos cortes consecutivos de tejido se colocaron en sendos portaobjeto, uno se incubé con
un anticuerpo monoclonal frente a la isoforma de MyHC | (clone MHC, Biogenesis Inc.,
Poole, England, UK) y el otro con anticuerpo monoclonal frente a la isoforma de MyHC
Il (clone MY-32, Sigma, Saint Louis, MO). Utilizando un microscopio 6ptico (Olympus,
Series BX50F3, Olympus Optical Co., Hamburg, Germany) acoplado a una cdmara de
digitalizacion de imagenes (Pixera Studio, version 1.0.4, Pixera Corporation, Los Gatos, CA,
USA) y a un programa de morfometria digital (NIH Image, version 1.60, Scion Corporation,
Frederick, MD, USA). Las imdgenes digitalizadas permitieron determinar los valores de los
porcentajes de cada tipo fibrilar y el tamafio de las fibras. Se contabilizaron y midieron un
minimo de 100 fibras por cada muestra de tejido muscular. En primer lugar se contabilizé
el porcentaje de cada tipo fibrilar bdsico (fibras de tipo | y de tipo II). Posteriormente se
analizé para cada tipo fibrilar, la medida de su didmetro minimo para determinar el tamafio
de la seccion (CSA: cross sectional area). Cabe mencionar que el didmetro minimo es el
que menos se afecta por el angulo de orientacion de la fibra y permite por tanto la mejor
aproximacion a su area de seccidn transversal.

Figura1. Tipos de fibras. Marcaje inmunohistoquimico en muestras de musculo incubadas con anticuerpos
monoclonales frente a las isoformas de MyHC | y MyHCII. Se observa también la presencia de algunas fibras
mixtas, con expresion simultdnea de MyHC | y MyHCII (flechas). Imagen propia.

5.2 Fraccion de misculo anormal (dafio y regeneracion)

Las fracciones de musculo normal y anormal (considerado como un indicador histolégico
del proceso de dafo-regeneracion) fueron evaluadas siguiendo la metodologia
anteriormente publicada (235). Bdsicamente, y sobre muestras previamente tefidas
con hematoxilina-eosina y ampliadas a x400, se superponia una cuadricula rectangular
de 63 cuadrados (7x9) utilizando el software Imaging Cell-B (Olympus Corporation) v,
mediante el microscopio dptico (Olympus BX 61, Olympus Corporation) y una cdmara
digital (Olympus DP 71, Olympus Corporation), se realizaba el contaje de los hallazgos.



Existen 8 diferentes categorias para éstos: 1) musculo normal, 2) nucleos internos, 3)
células inflamatorias, 4) depdsitos de lipofucsina, 5) célula anormal, 6) célula inflamada
o necrética, 7) vasos sanguineos y 0) ausencia de tejido. La fraccion de cada categoria
se definié como el porcentaje de puntos de dicha categoria dividida por el sumatorio de
las otras, exceptuando las categorias 7 y 0. La porciéon de musculo normal equivale a la
fraccion de la categoria 1, mientras que la fraccién anormal se calculé como el sumatorio
de las categorias 2,3,4,5 y 6 (Figura 2). En el analisis también se agruparon las categorias
5y 6 que se consideran las mas expresivas de lesién muscular, mientras que la 2 es mas
representativa de regeneracion.
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Figura 2. Estructura muscular anormal. Ejemplos de muestras tefiidas con hematoxilina-eosina (x 400)
del vastus lateralis en los sujetos del estudio. Se muestra la metodologia seguida pudiéndose observar
diferentes categorias. 1) musculo normal, 2) nucleos internos, 3) células inflamatorias, 5) células anormales,
6) células inflamadas o necréticas. Imagen propia.

5.3 Niveles de transcripsomas

Se utilizd la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real por sus
caracteristicas de precisidén cuantitativa. Se evaluaron los siguientes genes mediante la
determinacion de sus transcriptomas (ARN mensajero) en el musculo:

Genes ligados a la miogénesis: Pax7, MyF5, Mio-D, Miogenina, M-caderina

Marcadores de lesion o estrés celular: miosinas del desarrollo (MyHC-emb y MyHC-
peri), caveolina (CAV)3

Proteinas de adhesion: molécula de adhesion celular neural (NCAM) e integrina (ITG) B

Citoquinas: TNF-a y sus dos receptores (TNFR1y TNFR2), IL-18 y su receptor, IL-6 y su
receptor (IL-6R)

Factores de crecimiento: IGF -1y su receptor



Brevemente, el ARN fue extraido mediante el método del TRIzol (Life Technologies,
Foster City, CA, USA) para a continuacién sintetizar el ADN complementario siguiendo
el protocolo del fabricante (usando oligo (dT) como cebador y SuperScript Il como
transcriptasa inversa)(Life technologies). Tras la trascripcion inversa se efectuaron las
reacciones de PCR mediante el sistema de deteccidn de secuencias ABI Prism 7900HT
y el andlisis TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las muestras se
procesaron siempre por triplicado. Como gen control enddgeno se utilizé gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) por ser el mas estable en todas las muestras. Se
utilizd una muestra para normalizar los resultados. Los datos se analizaron con el
programa Sequence Detection System (version2.2.2, Applied Biosystems) basado en el
método AACt (322).

5.4 Niveles de citoquinas en el misculo

Los niveles proteicos de TNF-a y sus receptores | y Il (TNF-a Rl y TNF-a RII, respectiva-
mente), IFN-y, factor de crecimiento transformante beta (TGF-B1, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12
y VEGF fueron cuantificados usando kits especificos de ELISA (RayBiotech, Norcross,
GA, USA) siguiendo la metodologia previamente publicadas (235, 323). Brevemente, las
muestras de musculo, después de ser descongeladas y a temperatura ambiente, fueron
homogeneizadas y se calculd la concentracion de proteinas de una de ellas. En cada
pocillo se colocé la misma cantidad de proteinas de musculo homogeneizado (15 mg in
200mL), realizdndose siempre por triplicado. Todas las muestras fueron incubadas juntas
con el anticuerpo primario. Los controles fueron realizados segun las instrucciones del
fabricante y se realizd una curva patrén en cada ensayo. El protocolo se realizé también
siguiendo estrictamente las normas del fabricante para cada citoquina. Posteriormente
se calculd la absorbancia de cada muestra utilizando un espectofotémetro (Microplate
Reader Model 680 Bio-Rad laboratories, Reino Unido). Las absorbancias fueron determi-
nadas a 450 nm.

6. Condensado exhalado
6.1 Obtencion de la muestra

El condensado exhalado se obtuvo mediante equipos EcoScreen Il (Jaeger,
Wirzburg,Alemania), con control del patrén respiratorio mediante sistema EcoVent
(Jaeger). El sistema EcoScreen Il incorpora una doble cdmara de enfriamiento por
donde trascurre el aire exhalado. Esto permite la separacién del condensado exhalado
proveniente de las vias aéreas superiores del de las vias inferiores. Los sujetos respiraron
de forma tranquila a través del equipo condensador hasta alcanzar un volumen exhalado



acumulado minimo de 150 L, empleando en todo momento pinzas nasales. Antes de
comenzar con el procedimiento, los pacientes y sujetos sanos bebieron agua y expulsaron
esputos y mucosidades nasales para minimizar la posible contaminacion. El condensado
exhalado obtenido se almacend a - 80°C en 2 alicuotas.

6.2 Analisis de biomarcadores

Se cuantificd la expresion de las citoquinas TNF a, TNF B, IFN Y, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 y VEGF en condensado exhalado usando kits especificos de ELISA
(RayBiotech, Norcross, GA, USA) segun las metodologia publicadas (235, 240, 324).
Todas las muestras se analizaron conjuntamente y en duplicado. Antes de comenzar el
analisis, las muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente. Posteriormente se
realiz6 una curva patrén para cada citoquina y se utilizé 200uL de cada muestra para su
analisis. Se sigui6 el protocolo segun las instrucciones del fabricante para cada citoquina.
La absorbancias fueron determinadas a 450 nm.

7. Analisis estadistico

La normalidad en la distribuciéon de cada variable se valoré mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Los datos se expresan como media+ desviacidon estdndar. Las
comparaciones de las variables fisiolégicas y bioldgicas entre los grupos sanos o
pacientes con EPOC (mismo sexo) y entre los dos grupos de EPOC se realizé usando la
prueba Student’s test. Las correlaciones entre variables fisioldgicas y bioldgicas fueron
exploradas usando el coeficiente de correlacion Pearson’s. El analisis de los datos se llevo
a cabo mediante el software SPSS Statistics® (Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp) y
GraphPadPrism® (Version 6.0, GraphPad Software, San Diego, California, USA). En todos
los casos la significancia estadistica fue definida por el error alfa (p) <0,05.
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V. RESULTADOS

1. Descripcion de la poblacion estudiada
1.1 Consideraciones generales

Se han estudiado finalmente un total de 40 pacientes con EPOC, 21 mujeres y 19 hombres,
todos ellos caucasicos. Inicialmente se reclutaron 21 hombres pero lamentablemente
2 de los varones se negaron a completar el estudio. Ademdas se estudiaron 16 sujetos
sanos, 8 mujeres y 8 hombres, pero uno de estos ultimos no finalizé el estudio por lo que
finalmente fueron sélo 7 varones.

1.2 Caracteristicas clinicas, nutricionales y funcionales

Se han analizado las variables antropométricas, nutricionales y funcionales segun la
presencia de enfermedad y el sexo como se muestra en la Tabla 1.

Los cuatro grupos fueron similares en cuanto a variables antropométricas, no existieron
diferencias en edad, IMC y FFMI, aunque los pacientes con EPOC (mujeres y hombres)
mostraban una tendencia a presentar un menor FFMI (p=0,10 y p=0,06 respectivamente)
que sus respectivos controles. Por otra parte, el indice de bajo peso fue similar en ambos
grupos de pacientes (19% en mujeres frente a 21% en hombres). Tampoco se observaron
diferencias en los parametros nutricionales analiticos estudiados, (albumina, proteinas,
colesterol, tiempo de protrombina y hemoglobina), entre los cuatro grupos estudiados
(resultados no mostrados). Por otra parte, todas las mujeres presentaron un perfil
hormonal postmenopdusico con un nivel de estriol total inferior a 2 ng/ml en todas ellas.

Un 33% de las mujeres con EPOC y un 26% de los hombres eran fumadores activos,
aunque ninguno de ellos tenia exposicidn a toxicos o a humo de madera o carbdn. Las
variables de funcién respiratoria convencional fueron obviamente diferentes entre
pacientes y sujetos sanos, y no se observaron diferencias entre mujeres y hombres con
EPOC. La distribucién por grupos de gravedad, tanto segun la clasificacién GOLD como
BODE fue homogénea en hombres y mujeres con EPOC, a pesar de que los hombres
tenian mayor consumo acumulado de tabaco que las mujeres.

Se observo una correlacion directa entre el IMC y la DLCO tanto en mujeres como en
hombres con DLCO reducida (Fig. ).



Tabla 1, Caracteristicas antropométricas y funcionales del los pacientes con EPOC y sujetos sanos

Mujeres sanas Hombres sanos | Mujeres EPOC | Hombres EPOC

Sujetos, n 8 7 21 19
Edad, afios 628 645 63+8 649
IMC, kg/m? 259 £ 2.4 26,217 24,8 £55 241 4.3
FFMI, kg/m? 18 £ 1,4 19,5 +22 16,4 * 2,20P=010 17,5 £2,1Cp=0.08
Historia tabaquica
Fumadores activos,
! W 0 0 7(33) 5(26)
n (%)
Paquetes-afio 0 0 39 =15 54 +16%*
Gravedad de la
EPOC n (%)
Moderada 5 (24) 6 (3D
Grave 5 (24) 5(26)
Muy grave 1(52) 8 (42%)
Funcién pulmonar
FEV,, %ref, 102 £ 14 98 £7 39 £15** 40 £14
FEV /FVC, % 795 798 47 £13 ** 45 £ Q**
RV, % ref, 107 £ 22 108 £ 13 207 = 59 ** 196 + 56 **
TLC, % ref, 104+ 7 97+6 121+ 23 121+ 20
RV/TLC, % 405 397 69 £ 11** 65+ 9 **
DLCO, % ref, 104 £ 14 104 =7 55 + 19 *** 56 £ 21**
KCO, % ref, 90 £13 100 £10 68 £ 21** 63 £ 19 **
PaO,, mm Hg - - 708 71+12
PaCO,, mm Hg - - 42,8 £28 40,7 £ 3,6
SpO, en reposo, % 98 =1 98 =1 93 £3** 94 3%

Datos presentados como media + SD,

Abreviaturas: IMC, indice de masa corporal; FFMI, indice de masa libre de grasa; FEV, volumen espirado en el
primer segundo; % ref,, % referencia; FVC, capacidad vital forzada; RV, volumen residual; TLC, capacidad pulmo-
nar total; DLCO, capacidad de trasferencia de monéxido de carbono; KCO, (Krogh) coeficiente de trasferencia
de mondxido de carbono; Pa0,, presion parcial de oxigeno en sangre arterial; PaCO,, presion parcial de didxido
de carbono en sangre arterial; SpO,, saturacion de oxigeno (oximetria),

Significancias: *, ps0,05, **, p<0,01y *** p=<0,001 diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos y
hombres con EPOC. **, ps 0,01 diferencias entre hombres y mujeres.
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Fig. 1. Relacién entre IMC y DLco en mujeres y hombres con EPOC

Sin embargo, Unicamente en el grupo de las mujeres con DLco reducida existe correlacién
directa entre el FFMI y la capacidad de trasferencia del mondxido de carbono (% ref.) (Fig. 2).
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Fig. 2. Relacién entre FFMI y DLco en mujeres y hombres con EPOC.

Los valores de la actividad fisica se muestran en la Tabla 2, los pacientes de ambos sexos
caminaron menos que sus controles pero no se observaron diferencias entre ellos. Sin
embargo, en el grupo de mujeres con EPOC existia una correlacién entre el grado de
obstruccién bronquial y la actividad fisica medida (Fig. 3), asociacién que no se observaba

en el grupo de hombres.
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Fig. 3. Relacion entre el FEV. y la actividad fisica (media de pasos realizados al dia medido mediante ace-

lerémetro) en mujeres y hombres con EPOC.



Tabla 2, Valoracion de la capacidad de esfuerzo, actividad fisica y fuerza muscular,

Mujeres sanas Hombres sanos Mujeres EPOC Hombres EPOC
Actividad fisica
(Acelerémetria)
Pasos/dia 12441 + 4525 13490 = 4217 5946 £3955 ** 7327 £ 4158*
METs 1,904 20=0,3 1,5+£0,3* 14 +0,3**
Fuerza muscular
(Dinamometria)
HG, Kg 269 34£6 21+ 4 32 = 5™
HG, % ref. 115 £34 12022 104 + 22 100 = 26
QMVC, Kg 45 17 54 12 29 + 8** 43 + 11CP=009D++
QMVC/FFM (%) 19 £ 50 134 + 26 68 + 22* 99 + 35%**
Capacidad de
esfuerzo
(Prueba de marcha)
A SpO, -014£1,6 0,211 -5,1+ 3,9 ** -6,9+ 3,8 **
Distancia, m 551+ 67 566 * 102 363 + 107 *** 429 + 103 ***
Distancia, %ref. 109 £19 106 £ 8 73 =20 *** 86 £19**

Datos presentados como media = DE,

Abreviaturas: MET, equivalente metabdlico; HG, handgrip; QMVC, contraccidon voluntaria maxima isométrica del
cuédriceps; FFM, masa libre de grasa, SpO,, saturacion de oxigeno (oximetria), D SpO,, porcentaje de cambio de
la SpO,

Significancias: *, p<0,05, **, p<0,01y *** p<0,001 diferencias entre mujeres sanas y mujeres con EPOC o entre
hombres sanos y hombres con EPOC *, p< 0,05 **, p< 0,01y ***, ps 0,001 diferencias entre hombres y mujeres.




Respecto de la fuerza muscular (Tabla 2), no se encontraron diferencias en cuanto a
la fuerza de prensién de la mano entre los cuatro grupos estudiados. Sin embargo, la
fuerza del cuddriceps tanto absoluta como normalizada por la masa libre de grasa fue
significativamente mas baja en ambos grupos con EPOC en comparacién con los sanos, y
ademads las mujeres mostraban menos fuerza normalizada que los varones. De hecho, los
hombres con EPOC mostraban unadiferencia de sélo un 27% de los sanos, en contraste con
el grupo de las mujeres con la enfermedad que exhibian una caida mucho mas marcada,
un 43% respecto al grupo de sanas. Por otra parte, se observé una correlacion directa
entre la fuerza del cuadriceps normalizada por FFMI y la actividad fisica (acelerémetro)
en el grupo de mujeres con EPOC. Esta correlacién quedd ligeramente por debajo de la
significacion en los hombres (Fig. 4).
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Fig. &4. Relacion entre la fuerza del cuadriceps normalizada y la actividad fisica (media de pasos realizados
al dia medido mediante acelerémetro) en mujeres y hombres con EPOC.

La capacidad de esfuerzo, medida por la distancia recorrida en la prueba de marcha de
6 minutos se encontraba mas deteriorada en el grupo de mujeres con EPOC (pérdida de
un 34,1% frente a un 24,2% de los hombres, p<0,01), como se muestra en la Tabla 2. Se
observé una correlacién directa entre el grado de obstruccién y la distancia caminada en
el grupo de hombres con EPOC, dicha asociacion se quedd al limite de la significacion en
el grupo de mujeres con la enfermedad (Fig. 5).
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Fig. 5. Relacion entre FEV, y la distancia caminada (% ref.) en la prueba de marcha en mujeres y hombres
con EPOC.



Sin embargo, se observé una mejor correlacidn entre actividad fisica (pasos/dia) y la
capacidad de esfuerzo (distancia caminada) en el grupo de mujeres con EPOC que en el
de hombres con la enfermedad (Fig. 6).
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Fig. 6. Relacion entre la capacidad de esfuerzo (metros caminados en la prueba de marcha) y la actividad
fisica (media de pasos realizados al dia medido mediante acelerémetro) en mujeres y hombres con EPOC.

En cuanto a la semiologia, no se observaron diferencias respecto al grado de desaturacién
de oxigeno, nivel de disnea o de fatiga en extremidades inferiores al finalizar la prueba
entre los dos grupos de pacientes con EPOC.

La calidad de vida (Tabla 3) evaluada mediante el cuestionario de Saint George, especifico
para EPOC, estaba moderadamente deteriorada en ambos grupos de pacientes, y sin
diferencias entre ellos. Sin embargo el cuestionario objetivd una tendencia respecto a
una mayor percepcion de disnea en las mujeres. De cualquier forma, este hallazgo no fue
confirmado con la escala de Borg empleada al inicio de la prueba de marcha.

En el grupo de mujeres con EPOC, se observé una correlacion inversa entre la puntuacion
en la prueba de Saint George y la capacidad de esfuerzo (distancia caminada)(p=0,006)
y la saturacién de oxihemoglobina en reposo (p=0,03). Estas asociaciones no se
observaron en el grupo de hombres con EPOC. Sin embargo, en este ultimo grupo si
existia una correlacion entre calidad de vida y actividad fisica, que no se observaba en
las mujeres con EPOC (Fig. 7).



Tabla 3. Sintomas de pacientes con EPOC y sujetos sanos obtenidos en cuestionario de calidad de vida de
Saint George y la prueba de marcha.

Mujeres sanas | Hombres sanos | Mujeres EPOC Hombres EPOC

SGRQ (puntuacién)

Total - - 46 = 24 47 £18
Tos - - 51,5 + 279 43,5 271
Esputo - - 36,6 = 27,0 422 £ 242
Disnea - - 48,0 £ 28,8 34,2 + 23,14P=000
Sibilancias - - 38,4 £ 35,7 35,0 £32,2

Sintomas en la prueba de marcha
(escala modificada Borg)

Disnea en reposo 00 00 1,45 * 2,02 ** 1,41£191*

Disnea maximo

L 0,67 £1,21 0,52 +1,38 5,05 £ 2,57 *** 4,24 = Q L4
ejercicio
Molestia en piernas
00 00 0,56 = 1,46 0,31+ 1,25
en reposo
Molestia en piernas
0,33+ 0,52 0,13 £ 0,12 2,33+ 2,43 ** 2,13 £ 2,55*

en maximo ejercicio

Datos presentados como media * DE,

Abreviaturas: SGRQ, Cuestionario respiratorio de Saint George; BMWT,

Significancias: *, p<0,05, **, p<0,01y ***, p<0,001 diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos
y hombres con EPOC; *, ps 0,05 diferencias entre hombres y mujeres.
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Fig. 7. Relacion entre la calidad de vida y la capacidad de esfuerzo (distancia caminada en prueba de
marcha) y la saturacion de oxihemoglobina al finalizar la prueba de marcha en mujeres con EPOC y rela-
cion entre calidad de vida y actividad fisica en hombres con EPOC.

2. Inflamacion
21 Inflamacioén sistémica

El andlisis de las muestras de suero revelé un mayor nivel de diversos marcadores de
inflamacion, como la PCR de alta sensibilidad, TNF-a, IFN-g, IL-2, IL-5, IL-6, IL-12 e IL-13,
como en el caso de la interleuquina anti-inflamatoria IL-10 en los dos grupos de pacientes
con EPOC comparados con sus respectivos controles (Tabla 4). No se evidenciaron
diferencias relacionadas con el sexo de los pacientes en el nivel de citoquinas. Sin
embargo, en el grupo de mujeres con EPOC se observé una correlacion entre el nivel de
IL-6 y el grado de obstruccién (p=0,02), que no existia en los varones (Fig. 8).



Tabla 4, Expresion de diferentes citoquinas y marcadores de actividad inflamatoria en el suero de
pacientes con EPOC y de sujetos sanos

Mujeres sanas | Hombres sanos | Mujeres EPOC | Hombres EPOC

PCR (mg/dl) 0,47 £ 0,70 0,20 + 0,51 0,83 + 116 0,62 1,08
HsPCR (mg/dL) 0,16 = 01 019 + 0,12 0,68 + 0,60** 0,54 + 0,471*
Fibrinogen (mg/dl) 356 + 39 341+ 26 403 + 91 434 * 107*
(Cne];;'d‘ig"asmi” 26,0 + 5,1 22,0 4,2 255+ 57 28,0 + 12,6
TNF-a (pg/ml) 170 £ 4,1 13,8 £ 51 24,8+ 97 ** 23,896
IFN-g (pg/ml) 153 = 38 129 * 30 207 * 64 ** 193 + 48 **
VEGF (pg/ml) 92 + 51 90 * 58 89 + 60 92 + 62
PDGF (pg/ml) 9% * 64 97 £ 71 133 £ 162 133 £ 143
G-CSF (pg/ml) 327 £ 136 317 £ 172 298 + 195 320 + 249
PECAM (ng/ml) 49+18 51+ 17 49 %29 48 %32
IL-1b (pg/ml) 18,6 £ 53 159 = 3,8 24,0 + 77 * 23,0 % 6,4 **
IL-2 (pg/ml) 12+ 22 10 24 142 * 49 * 140 38 *
IL-4 (pg/ml) 372+ 91 36,3 10,5 450 £12,6* 429+78
IL-5 (pg/ml) 301+ 62 283 * 66 395 + 104 ** 368 + 67 **
IL-6 (pg/mb 209 £ 76 182 + 39 310£107** 269£81**
IL-8 (pg/ml) 67 * 42 71+ 38 74 * 65 78 + 68
IL-10 (pg/ml) 214 + 57 191+ 32 287 + 88 * 266 + 59 ***
IL-12 (pg/ml) 62+ 16 61+ 15 8129+ 7519+
IL13 (pg/ml) 80 =16 72+ 14 106 + 33 * 100 = 20 ***

Datos presentados como media = DE,

Abreviaturas: PCR, proteina C reactiva; hsPCR: proteina C reactiva alta sensibilidad; TNF-a, factor de necrosis
tumoral; IFN-y, interferdn-v; IL, interleuquina; G-CSF, factor estimulador de colonias de granulocitos; HGF, factor
de crecimiento de hepatocito; VEGF, factor de crecimiento de endotelio vascular; PDGF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas; PECAM, molécula de adhesion endotelial plaquetario, pg, picogramo; ng, nanogramo,

Significancias: * p<0,05, **, p<0,01y *** p<0,001 diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos
y hombres con EPOC.
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Fig. 8. Relacion entre el FEV, y los niveles de IL-6 en suero en mujeres con EPOC.

2.2. Inflamacion pulmonar

Se obtuvo un condensado exhalado que tuviera condiciones éptimas para la medicién
de moléculas en suspensién Unicamente en 7 mujeres sanas, 14 mujeres con EPOC y 16
hombres con EPOC. Lamentablemente sélo se obtuvieron 3 muestras de controles sanos
por lo que este grupo se ha excluido en el analisis.

Tal y como se muestra en la Tabla 5, las pacientes con EPOC mostraron niveles mas altos
de ciertas citoquinas inflamatorias respecto a sus controles sanas, como TNF- q, IL-4, e
IL-10. La IL-8 mostrd una tendencia a ser mds elevada en mujeres con EPOC que en sanas
y fue significativamente mas elevada en mujeres con EPOC que en hombres con EPOC.

3. Vitamina D y metabolismo osteocalcico

Los niveles de calcio, fosfato y PTH fueron similares entre los dos grupos de pacientes
con EPOC vy sus respectivos controles. Por el contrario, el nivel de 25(OH) Vit D mostré
una tendencia a ser menor en ambos grupos con EPOC, aunque esta diferencia fue sélo
significativa para las mujeres (Tabla 6). Se observé ademas un descenso importante de
25(0H) Vit D ya en el grupo de mujeres con EPOC en estadios iniciales a diferencia del
grupo de hombres con la enfermedad en los cuales Unicamente se observé este descenso
en estadios avanzados (Fig. 9).



Tabla 5. Niveles de citoquinas en el condensado exhalado

Mujeres Sanas Mujeres EPOC Hombres EPOC

(n=7) (n=14) (n=16)
TNF-o (pg/mb 156 + 8 175 £ 13* 172 £ 15
TNF-B (pg/mD) 108 =16 n7+8 119 12
IFN-g (pg/mb 618 £ 93 681+ 164 712 £177
IL-1b (pg/mb 26 +18) 29 £13 36 £10
IL-2 (pg/mb 488 + 44 493 £ 77 475 + 57
IL-4 (pg/ml) 189 =10 206 +16* 205 * 26
IL-5 (pg/mD 15 + 21 13+ 28 122 £ 26
IL-6 (pg/mb 23+£12 303 31+ 4
IL-8 (pg/mb 795 86 = 8* 79+ 5*
IL-10 (pg/mD) 101+£15 128 £ 19* 14 + 18%P=07
IL-12 (pg/mD) 79 £ 24 65 + 31 57 £ 26
VEGF (pg/ml) 447 £ 45 440 =79 43176

Datos presentados como media * DE,

Abreviaturas: TNF-a, factor de necrosis tumoral; IFN-vy, interferén-vy; IL, interleuquina; VEGF, factor de
crecimiento de endotelio vascular; pg, picogramo.

Significancias: *, p<0,05, diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos y hombres con EPOC. *,
ps 0,05 diferencias entre hombres y mujeres.



Tabla 6. Parametros de metabolismo osteocdlcico

Mujeres sanas

Hombres sanos

Mujeres EPOC

Hombres EPOC

Calcio ajustado (mg/dL) 88+05 89+05 9104 8,6 £2]1
Fosfato (mg/dL) 31+0,3 32+04 3304 28+04"°
Magnesio (mg/dL) 1,90,/ 19+0,2 1,8+0,2 1,90,/
25(=H) Vit D (ng/dL) 241+93 17,9 £ 3,6 121+£50* 14,3 £6,2
A (%) - - 50 £15 28 127
PTH (pg/dL) 42 +18 48 14 44+ 23 47 £19

Datos presentados como media = DE,

Abreviaturas: 25(0OH) Vit D: 25-hidroxivitamina D; PTH: hormona paratiroidea.

Significancias: *, p<0,05, diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos y hombres con EPOC *, ps 0,05
diferencias entre hombres y mujeres.
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Fig. 9. Niveles de 25 (OH) vitamina D segun la gravedad de la EPOC y sexo.



No hubo otras diferencias en los parametros del metabolismo osteocdlcico entre hombres
y mujeres con EPOC, excepto para el fosfato que fue mas bajo en el grupo de hombres.
Por otra parte, en el grupo de las mujeres con la enfermedad se observé una tendencia
de correlacion directa entre los niveles de 25(0OH) Vit D y el FEV,y una correlacion inversa
con el indice atrapamiento aéreo (p=0.03) (Fig. 10).
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Fig. 10. Relacion entre los niveles de 25 (OH) vitamina D y parémetros de funcién pulmonar (FEV, y RV/
TLC) en mujeres con EPOC.

En cuanto a la fuerza muscular, en el grupo global de mujeres analizadas se observé una
correlacion tanto entre los niveles de 25(0OH) Vit D y la fuerza del cuddriceps (p=0,01)
como con la fuerza de presién de la mano (p=0,05) (Fig. 11). Dicha relacién no se evidencid
si s6lo se consideraban las mujeres con EPOC.
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Fig. 11. Relacién entre los niveles de 25 (OH) vitamina D y parametros de fuerza muscular (fuerza del
cuddriceps y fuerza de prensién de la mano) en mujeres con EPOC.



Por otra parte, también se observé una correlacidn inversa entre los niveles de 25(0OH) Vit
Dy los de IL-6 en sangre al considerar el grupo global de mujeres (pacientes y sanas) (Fig.
12), relacion cuya significacion se perdia al analizar sélo a las mujeres con la enfermedad.

’=0.16 )
600+ p=0.04 ® Mujeres EPOC
° . O Mujeres sanas
= °o o
Ed0d o4
2 * .
= () S o °
© 2004 °
A o o°® o
o
0 L) T T T 1
10 20 30 40 50

25(OH) Vit D
Fig. 12. Relacion entre los niveles de 25 (OH) vitamina D y pardmetros de inflamacién en suero (IL-6).
4. Misculo esquelético
4. Estructura
Los hallazgos mas importantes se muestran en la Tabla 7.
a) Tipos de fibras
La proporcion de fibras tipo | fue significativamente inferior en el cuadriceps de ambos
grupos de pacientes con EPOC en comparacidn con sus respectivos controles, aunque el

porcentaje de este tipo fue aun mas reducido en los hombres con EPOC en comparacion
con las mujeres (Tabla 7- Fig. 13).
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Fig. 13. Distribucidn del porcentaje de tipo de fibras musculares segun enfermedad y sexo.



Tabla 7. Caracteristicas estructurales del musculo vastus lateralis

Mujeres sanas

Hombres sanos

Mujeres EPOC

Hombres EPOC

Fenotipo fibrilar

Fibras tipo | (%) 42,8 £12 4061 30,3 £11* 229
Fibras tipo Il (%) 572 £12 59,3+ 1 69,7 + 1* 777 = 9%
CSA fibras tipo | (um?) 2678 £ 619 3055 + 625 2457 + 885 2743 = 820
CSA fibras tipo Il (um?) 1932 + 621 2784 + 758* 1777 £ 504 2384 + 748*
Signos de daio/reparacion

Musculo anormal (%) 214 +0,8 17111 3,31+ 1,4* 3,32 +1,6*
Nucleos internos (%) 0,87 + 0,4 1,20 = 0,9 1,22 +0,5 1,8 £ 0,5*
Células inflamatorias (%) 114 + 0,6 0,86 +0,8 1,21+ 0,7 167 +0,8
Depdsitos lipofucsina (%) 0,04 0,1 0,06 = 0,1 0,06 = 0,1 01x0/1
Fibras anormales (%) 0,07+ 0,2 0,06 + 0,16 0,43 +0,3* 0,24 0,2
Fibras necréticas (%) 0,04 + 0,06 0,06 + 0,15 0,45 £ 0,4* 0,23+0,2
E;T:’;&';‘;Ei'es * 012 0,2 016+ 0,3 0,85 * 0,6* 04 +03"

Datos presentados como media = DE,

Abreviaturas: CSA: drea por corte trasversal

Significancias: %, p<0,05, diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos y hombres con EPOC *,
ps 0,05 diferencias entre hombres y mujeres.

Se observé ademds una correlacién inversa entre el porcentaje de fibras de tipo | y el
indice BODE (p=0,05) y una directa con el FEV (p<0,001) en el grupo de mujeres con

EPOC (Fig. 14).
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Fig. 14. Relacion entre el porcentaje de fibras de tipo | y la gravedad de la enfermedad (indice BODE y

FEV)) en mujeres con EPOC.




Si analizamos el grupo de mujeres en su conjunto (sanas y pacientes con EPOC)
observamos también una asociacién entre la actividad fisica con porcentaje de fibras de
tipo Il (Fig. 15).
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Fig. 15. Relacion entre el porcentaje de fibras de tipo Il y la actividad fisica (media de pasos realizados al dia)
en las mujeres.

Se evidencié ademas una correlacion inversa entre la proporcion de fibras de tipo Il y
la maxima hipoxemia desarrollada durante el ejercicio (expresado por la saturacion de
oxigeno al final de la prueba de marcha de 6 minutos) en el grupo de mujeres con EPOC
(Fig.16).
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Fig. 16. Relacion entre el porcentaje de fibras de tipo Il y saturacion de oxigeno al final de la prueba de
marcha de 6 minutos en las mujeres con EPOC.



b) Tamarios de fibras

No se encontraron diferencias en el tamafo de las fibras musculares entre los pacientes
y sus respectivos controles (Tabla 6). Sin embargo, las fibras de tipo Il fueron mas
pequeniias en el grupo de mujeres con EPOC que en los hombres con dicha enfermedad,
un fenémeno que ya era observable en la poblacion control. Ademds, en los pacientes
varones las fibras | y Il eran de similar tamafio, mientras que en las mujeres con EPOC las
mds pequenas eran las de tipo Il (Fig. 17).
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Fig. 17. Distribucion del tamafo de fibras musculares segiin enfermedad y sexo.

En el grupo de mujeres en su conjunto (pacientes y sanas) se observé una correlacién
directa entre el tamafio de las fibras de tipo Il y el nivel de actividad fisica (Fig. 18).
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Fig. 18. Relacion entre el area de las fibras de tipo Il y |a actividad fisica en las mujeres.



¢) Misculo anormal

La proporcion de musculo anormal (235) fue mayor en los dos grupos con EPOC
comparados con sus respectivos controles sanos (Tabla 6). No se evidenciaron diferencias
entre hombres y mujeres con la enfermedad (Fig. 19A). Sin embargo, cuando esta
variable se analizé para sus diferentes componentes, las mujeres con EPOC mostraron
una tendencia a presentar una mayor proporcién de fibras tanto anormales como
necréticas comparadas con los hombres con EPOC. La suma de estas dos categorias,
células anormales mas células necréticas (que seria un indicador secundario de lesion
musculan), fue significativamente mas alto en mujeres con EPOC que en los hombres con
la enfermedad (Fig. 19B). Un andlisis post-hoc permitié observar que este fenémeno era
igual de evidente en mujeres con grados moderados de la enfermedad que en aquellas en
estadios avanzados, aunque el nivel de significancia se hallaba ligeramente por encima del
limite en ambos subgrupos debido a la reduccién de la muestra (Fig. 19C). Por otra parte,
las mujeres y varones mostraban mayor numero de nucleos internalizados (marcador
indirecto de estadios precoces de regeneracién), que sus controles sanos, aunque el
aumento era inferior en las mujeres con EPOC.
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Fig.19. A: Porcentaje de musculo anormal segin enfermedad y sexo. B: Porcentaje del sumatorio de fibras
anormales y necroéticas (lesion muscular) segun enfermedad y sexo. C: Porcentaje del sumatorio de fibras
anormales y necroéticas segun el grado de enfermedad y sexo.



Es interesante resefiar que se observaba una correlacién directa entre el porcentaje de
musculo anormal y el de fibras de tipo Il en el grupo de mujeres con EPOC (p=0,02) (Fig. 20).
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Fig. 20 Relacion entre el porcentaje de fibras de tipo Il y el porcentaje de muisculo anormal en las mujeres
con EPOC.

También se observd una correlacion inversa entre la proporciéon de musculo anormal
y el FEV, y una relacion directa con el indice BODE en el grupo de las mujeres con
EPOC (p=0,02). Es decir, a mayor gravedad, superior importancia del proceso de dafio y
reparacion (Fig. 2.
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Fig. 21. Relacion entre el porcentaje de musculo anormal y la gravedad de la EPOC (FEV, e indice BODED.

También en este grupo de pacientes existia una correlacién inversa entre tanto la
proporcién de musculo anormal como el sumatorio de fibras anormales y necroéticas con
el nivel minimo de saturacion de la oxihemoglobina en la prueba de marcha de 6 minutos
(p=0,001 ambas) (Fig. 22).
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Fig. 22. Relacion entre el dafio muscular (porcentaje musculo anormal y sumatorio de fibras anormales y
necroticas) y saturacion de oxigeno al final de la prueba de marcha de 6 minutos en las mujeres con EPOC.

Respecto de la actividad fisica, existia también una correlacién inversa entre el porcentaje
de musculo anormal y el equivalente metabdlico (variable que expresa el nivel de actividad
fisica) para las mujeres con EPOC (p=0,02). Es decir, a menor nivel de actividad, més
signos bioldgicos de presencia del proceso de dafio y reparacién (Fig.23).
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Fig. 23. Relacion entre el musculo anormal y la actividad fisica medida como equivalente metabdlico en las
mujeres con EPOC.



4.2. Niveles de transcripcion genética en misculo

Los resultados de los diferentes genes analizados en el vastus lateralis de los cuatro
grupos de sujetos estudiados se muestran en la tabla 8.

Genes ligados a la miogénesis: Los pacientes estables de ambos sexos no mostraron
diferencias con sus respectivos controles. No obstante, las mujeres con EPOC mostraron
niveles superiores de expresion para PAX7, Myf5 y M-Caderina que los hombres con la
enfermedad. No hubo sin embargo, diferencias en los niveles de miogenina y de Myo-D.

Marcadores de lesién o estrés celular: No se observaron diferencias en la expresion
de los genes codificados de las miosinas de desarrollo y la caveolina entre los diferentes
grupos estudiados.

Moléculas de adhesién: las pacientes con EPOC mostraron niveles mas altos de
expresidon del gen codificante de ITGB que los hombres con la enfermedad. No se
observaron diferencias en los niveles de expresion de NCAM.

Citoquinas: Los niveles de mRNA de las diferentes citoquinas inflamatorias (TNF-a y sus
receptores, IL-1B y su receptor, IL-6 y su recepton), no mostraron diferencias significativas
entre cada uno de los grupos EPOC y sus respectivos controles. Lo mismo ocurrié al
comparar entre si los dos grupos con EPOC, excepto para el receptor | de TNF-a cuyos
niveles fueron mas altos en las mujeres que en los hombres (Fig. 24).
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Fig. 24. Niveles de expresion génica de TNF-a y sus receptores en musculo cuddriceps segun enfermedad
Yy sexo.



Tabla 8. Expresion de trascripsomas (Unidades arbitrarias) de los diferentes factores de miogénesis y
citoquinas en el musculo vastus lateralis de pacientes con EPOC y sujetos sanos.

Mujeres Sanas | Hombres Sanos | Mujeres EPOC | Hombres EPOC

Pax7 1+0,5 0,7+0,5 1,2+0,6 0,6 +0,6"
MyF5 1£05 0,7+0,5 1= 0,6 0,6 £0,3*
Myo-D 10,3 0,8+0,2 0,7+0,2 0,6 £0,2
Miogenina 1£04 1,2+0,3 15+£0,6 1,309
MyHC3-emb 107 12+£12 1414 1,513
MyHC8-peri 107 1409 1311 11+ 0,8
M-cadherin 104 11+0,5 1304 0,8 +04"
NCAM 1£04 1,3£0,3 1,2+£0,9 1,2+£0,7
CAV3 104 09+05 09+04 0’8 = 0,4
ITG 1£05 1£0,2 1104 0,6 £0,2*
TNF- 104 11+£0,4 0,8+04 0,707
TNF- RI 1£06 1107 1,707 0,9+0,6*
TNF- Rl 10,3 0,8+04 11+0,6 1,2+0,6
IL-1 1£05 0,8+04 0,7+0,5 0,7+0,8
IL-1 Receptor 104 1307 13+£0,6 1£0,6
IL-6 1£07 0608 1.3+12 1,7+16
IL-6 Receptor 10,2 11+0,3 11+0,6 0,8+0,2
IGF-1 1£0,4 0,804 09+04 0,6 £0,3*
IGF-1 Receptor 10,3 11+0,5 1508 0,7 £0,4*

Los datos se presentan como media * DE,

Abreviaciones: Pax7, paired box protein Pax7; MyF5, factor miogénico 5; Myo-D, proteina 1de diferenciacion
miogénica; MyF6, factor 6 miogénico; MyHC-emb, isoforma de la cadena pesada de miosina embrionaria;
MyHC-peri, isoforma de la cadena pesada de miosina perinatal; NCAM, molécula de adhesion de la célula
neural; CAV3, Caveolin 3; ITG B, integrina 3; TNF-a, factor de necrosis tumoral o; TNF-a RI: receptor | de TNF
o; TNF-a RIl: receptor Il de TNF-o; IL interleuquina y IGF-1, factor de crecimiento insulinico tipo 1.

Significancias: *, ps 0,05 diferencias entre hombres y mujeres.




Factores de crecimiento: Aunque no se observaron diferencias entre los pacientes de
cada sexo y sus respectivos controles sanos, tanto el IGF-lcomo su receptor mostraron
niveles superiores en el grupo de las mujeres con EPOC que en los hombres con la
enfermedad (Fig. 25).
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Fig. 25. Niveles de expresion génica de IGF1y su receptor en musculo cuddriceps segun enfermedad y sexo.

La expresion de TNF-a y sus receptores correlacionaba directamente con determinadas
moléculas de miogénesis (PAX7, Myf5, MYH3 y MYH8) en hombres y mujeres con EPOC.

4.3. Citoquinas inflamatorias (nivel proteico) en misculo

No se hallaron diferencias en los niveles proteicos de TNF-a, IFN-y, IL-1b, IL-6, IL-10, y
VEGF medidos en el homogeneizado muscular entre los diferentes grupos de pacientes
y sujetos sanos (Tabla 9). La Unica excepcion fue que las mujeres con EPOC mostraron
niveles mas altos del receptor | de TNF-a que sus controles sanas (p=0,02), y esta
diferencia fue todavia mas evidente para el receptor Il de TNF-a, que fue méas elevado,
tanto en comparacion con las controles sanas (p<0.01) como con los hombres con EPOC
(p=0.01). Se observé ademds una correlacidn directa entre los niveles de dicho receptor
y el porcentaje del sumatorio de fibras inflamatorias y necréticas en el grupo de las
mujeres (sanas y pacientes con EPOC) (Fig. 26).



Tabla 9. Citoquinas homogeneizado de musculo.

Mujeres sanas | Hombres sanos | Mujeres EPOC | Hombres EPOC

TNF-a (pg/mb 16,4 £14 19,4 £14 18,1 11,1 16,9+16
IFN v (pg/mb 71,3 27 58 +33 97,2 +68 94,183
IL-1b (pg/mb 1,7 £0,7 17 0,6 2111 2,4x 0,9
IL-6 (pg/m) 9,2 £3,4 19,5 21 18,2 21 18,5+ 24
IL-10 (pg/mD) 4,4 £3,0 - 50 £5 6,4 =10
VEGF (pg/ml) 59,9 +39 62,32 26 34,8 £45 48,3+ 374
TNF-a RI (pg/ml) 18,3 £4,8 - 35,1 +22* 42,4 x93
TNF-a RIl (pg/ml) 44,3 19,2 - 174,8 £139** 90,6 +38,2*

Datos presentados como media = DE,

Abreviaturas;; TNF-a, factor de necrosis tumoral; IFN-vy, interferdn-vy; IL, interleuquina; VEGF, factor de cre-
cimiento de endotelio vascular; pg, picogramo; TNF-a RI: receptor | de TNF oy TNF-a RIl: receptor Il de TNF-a.
Significancias: * p<0,05 y ** p<0,01 diferencias entre sanas y mujeres con EPOC o entre sanos y hombres
con EPOC; *, ps 0,05 diferencias entre hombres y mujeres.
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Fig. 26. Relacion entre el indice de lesién muscular (sumatorio de fibras anormales y necréticas) y los
niveles proteicos del receptor Il de TNF-a en las mujeres.

5. Relaciones entre inflamacion sistémica, muscular y pulmonar

No se observé ninguna correlacion entre las diferentes moléculas obtenidas del comparti-
mento pulmonar (aire exhalado), el compartimento sistémico (suero) y el muscular.



Estructura, biologia y funcién muscular

esquelética en mujeres con EPOC




V1. DISCUSION

El hallazgo mas novedoso de la presente tesis se refiere a la importante presencia de
signos histolégicos de dafio en el musculo cuadriceps de las pacientes con EPOC. Estos
signos fueron superiores a los que mostraban los varones con la enfermedad, a pesar
de que los niveles de afectacion funcional, estado nutricional, inflamacion sistémica y
actividad fisica eran similares en ambos grupos. Este fendémeno fue evidente incluso en
estadios moderados de la enfermedad. Lo contrario sucedia con los signos precoces de
regeneracion muscular, que fueron inferiores en las mujeres con EPOC respecto de los
varones. Por otra parte, el shift hacia un aumento en la proporcion de fibras de tipo Il fue
inferior en las mujeres con EPOC comparado con el de los varones. Asimismo, las mujeres
presentan una mayor disminucion de fuerza muscular, de la capacidad de esfuerzo y de
los niveles de vitamina D, asi como una tendencia a una superior percepcién de la disnea
en las mujeres con EPOC. También confirma la ausencia de relaciones en los niveles de
inflamacion entre los compartimentos sistémico, pulmonar y muscular.

1. Caracteristicas generales

La edad media de los dos grupos de pacientes con EPOC estudiados coincide con la de los
pacientes con dicha entidad en Espafia (325). Respecto a las variables antropométricas,
los pacientes con EPOC mostraron tendencia a tener valores inferiores de IMC y FFMI que
los sujetos sanos. Es importante sefialar ademas que los pacientes del presente trabajo
mostraron también unos indices algo inferiores a los descritos en poblacién espafiola con
EPOC (325) siendo mas parecidos a los de la poblacion europea descritos por Vestbo y
col. (326). De forma similar, el porcentaje de pacientes con bajo peso fue mayor (cerca
de 20% en ambos grupos) que el reportado para poblacién espafiola con EPOC, donde
estad descrito que sélo un 3-5% presentan IMC menor de 21(69, 75). Probablemente
ambas discrepancias con los presentes resultados son debido en primer lugar a la
mayor gravedad de la enfermedad en los pacientes aqui estudiados y en segundo lugar,
a que posiblemente en ellos predominaba el fenotipo enfisematoso, como sugieren
los valores de DLCO. A pesar de todo ello, los pardmetros nutricionales (proteinas,
albumina, colesterol, hemoglobina) fueron similares en los 4 grupos, confirmando que las
alteraciones nutricionales, aunque relativamente frecuentes, no eran marcadas.

2. Funcion pulmonar

Ambos grupos de pacientes con EPOC mostraron caracteristicas similares en cuanto
a la funcién pulmonar ya fuera en el grado de obstruccidn, atrapamiento aéreo o en la
capacidad de trasferencia del mondxido de carbono, a pesar de que las mujeres tenian
una menor exposicion tabdquica. Estos datos van en concordancia con algunos estudios



ya publicados (27, 28, 30), que sugieren que las mujeres podrian ser més susceptibles al
humo del tabaco. Se pueden ademds excluir razonablemente otros factores ambientales
o laborales afiadidos que pudieran haber influido en el desarrollo de la EPOC, puesto
que ninguno de los pacientes tenia antecedentes de exposicion a toxicos o al humo de
madera o carbdn.

En relacion a la capacidad de trasferencia del mondxido de carbono, algunos estudios
publicado (59, 61), muestran que las mujeres tienen mayor afectacién que los hombres.
Esto probablemente debido a que a pesar de que presentan menor grado de enfisema, éste
es de localizacién mds central. Sin embargo, en el presente estudio no se han encontrado
diferencias entre sexos para la DLCO. No obstante, no puede asegurarse si esta similitud
corresponde a que los pacientes presentaban un grado de enfisema comparable, o bien
si existia algun otro factor afiadido ya que, a pesar de que se realizd un TAC tordcico a
todos los pacientes con EPOC, la técnica asistencial empleada no permitié cuantificar
de forma apropiada el grado enfisema. Por otra parte, la capacidad de trasferencia del
monoxido de carbono se correlaciond directamente con el indice de masa corporal en
ambos grupos de pacientes, y con el FFMI en las mujeres con EPOC. Es conocido que
esta Ultima variable nutricional es mas precisa en la evaluacion del sexo femenino (68).
Los presentes resultados concuerdan ademds con los datos publicados por Verhage (61
que sugieren que la asociacién entre la DLCO vy distintas variables nutricionales es mas
acentuada en las mujeres.

La hiperreactividad bronquial es un aspecto que no puede valorarse en este estudio,
ya que fue considerado como criterio de exclusion para tener la seguridad de no
incluir pacientes asmaticos o con fenotipo mixto, ya que éstos presentan respuestas
inflamatorias diferentes, que podrian haber confundido los resultados.

3. Actividad fisica y capacidad de esfuerzo

Respecto de la actividad fisica, como se ha mencionado en el apartado de Introduccion,
existen estudios contradictorios sobre las diferencias entre sexos (61, 97). En el presente
trabajo se observo que las mujeres con EPOC caminaban algo menos que los hombres,
aunque no se hallaron diferencias significativas entre ambos. Sin embargo, en el grupo de
las mujeres observamos una correlacion entre el grado de enfermedad y la actividad fisica.
Por otra parte, aunque en ambos grupos existia una correlacién entre actividad fisica y
capacidad de esfuerzo ésta fue mucho mas acusada en las mujeres. Por tanto, en este
grupo concreto de pacientes, mejorar el nivel de actividad fisica y/o iniciar entrenamiento
fisico regular podria contribuir a mejorar la capacidad de esfuerzo y por tanto, repercutir
en el pronodstico de la enfermedad.



En cuanto a la capacidad de esfuerzo, ésta se encontré mas deteriorada en el grupo
de mujeres con EPOC respecto de los hombres. Este hallazgo apoya los previamente
descritos por Yquel y col.(97) quienes observaron mediante cicloergometria que las
mujeres con EPOC presentaban un menor pico de potencia anaerébico asi como una
menor velocidad éptima que los hombres. Es importante sefialar que en el presente
estudio la diferencia no fue debida a una mayor hipoxia, puesto que el nivel minimo de
saturacion de la oxihemoglobina alcanzado fue similar en ambos grupos.

4, Calidad de vida y sintomas clinicos

El presente estudio reproduce en gran parte los resultados publicados por Martinez y
col. (36). Si bien no hubo diferencias en cuanto a la calidad de vida en relacién al sexo, si
existian diferencias en factores que influyen directamente sobre dicha dimensién. Martinez
observa que, aparte de la disnea que influye en ambos sexos de forma similar, la oxigenacién
arterial es el principal factor que influye sobre la calidad de vida en las mujeres, mientras
gue en los hombres son la capacidad de ejercicio y la hiperinsuflacidon. En nuestro estudio
observamos que en las mujeres existia una correlacion entre calidad de vida y tanto la
capacidad de esfuerzo (a diferencia del estudio mencionado) como el nivel de oxigenacion
basal, mientras que en el grupo de los hombres se observd Unicamente una asociacién
con la actividad fisica. A diferencia del articulo anteriormente mencionado, en el presente
estudio no se ha observado asociacion entre calidad de vida y el grado de hiperinsuflacién,
probablemente debido a que sus autores estudiaron pacientes en estadios mdas iniciales de
la enfermedad. Tampoco se ha observado asociacién con la disnea, probablemente debido
a los métodos que se han empleado en este estudio para su valoracion.

Respecto de los sintomas, al igual que en la mayoria de articulos publicados (19, 36, 61, 129,
308), las pacientes con EPOC mostraron una tendencia a presentar mds disnea que los
controles hombres para un mismo grado de obstruccién. Sin embargo debe reconocerse
que no se alcanzé la significacién (p=0,06), probablemente debido al tamafio muestral.
Es importante sefialar de nuevo que, al igual que en el estudio ECLIPSE (30) las mujeres
con EPOC con dicha tendencia, tenian un menor indice acumulado de tabaquismo. No se
encontraron diferencias respecto de otros sintomas o signos, como la tos, expectoracion
o sibilancias entre ambos sexos.

En relaciéon a las comorbilidades, no se pueden analizar las diferencias globales entre
ambos sexos ya que no era objetivo de la tesis y ademds, los pacientes que presentaban
insuficiencia cardiaca, diabetes mellitus y cancer de pulmdn fueron excluidos para evitar
interferencias en el estudio muscular. Por otra parte, no se realizaron densitometrias para
valorar la osteoporosis ni se realizaron escalas de depresion-ansiedad al no ser tampoco
objetivos especificos de esta tesis.



B. Inflamacioén sistémica

Al igual que la mayoria de articulos ya publicados (121, 123, 198, 327), en el presente
estudio se ha observado que los pacientes con EPOC presentan niveles mas elevados de
citoquinas inflamatorias séricas que los sujetos sanos, aunque sin diferencias relaciona-
das con el sexo.

Algunos autores ademds han observado que el aumento en la inflamacion sistémica, en
concreto de IL-6 y PCR, se asocia a un peor pronostico de la enfermedad (328), mayor
limitacion al flujo aéreo, peor estado de salud (199)y peor tolerancia al ejercicio (327). En
el presente estudio se ha observado una asociacion entre el nivel de IL-6 y el FEV, pero
solo en el grupo de las mujeres con EPOC vy sin relacién con la capacidad de ejercicio.
Aunqgue puramente especulativo, pudiera pensarse que la gravedad de la enfermedad se
halla mas vinculada a la actividad inflamatoria en las mujeres.

Respecto del TNF-q, ésta es una citoquina proinflamatoria que a su vez estimula la sintesis
de otras, como la IL-1y la IL-6. Se ha descrito su aumento sobre todo en pacientes con
EPOC que asocian caquexia (83, 329) o mayor pérdida de peso. Aunque en el presente
estudio los pacientes con bajo peso muestra valores mas elevados de TNF-a que el
resto, al ser una muestra reducida (Unicamente 4 pacientes en cada grupo) no permite
formular conclusiones. Ademads, no se observé ninguna correlacion entre TNF-a (ni otras
citoquinas) y variables relacionadas con la masa o fuerza musculares.

6. Inflamacién pulmonar

En el presente estudio se ha observado que los pacientes con EPOC muestran niveles
superiores de TNF-a e IL-8, citoquinas implicadas en la inflamacién local secundaria a la
EPOC (330), en el condensado exhalado. Ambas pueden ser secretadas por macréfagos
alveolares y células epiteliales activados por el humo de tabaco, aunque la fuente principal
de IL-8 son los neutréfilos (50). De esta forma se ha correlacionado los niveles de IL-8
tanto con la inflamacion neutrofilica presente en la EPOC como con la gravedad de la
enfermedad (330). También se ha constatado en el presente estudio que las mujeres con
EPOC muestran niveles de IL-8 superiores a los de los hombres. Una posible explicacion
podria ser que, como se ha descrito en la literatura (40, 41), las mujeres con EPOC
tienen mayor afectacion de la via aérea que los varones. No obstante, para llegar a esta
conclusion seria necesario corroborarlo con otro tipo de muestras (lavado broncoalveolar,
esputo inducido, biopsia endobronquial...).



Respecto de los niveles superiores tanto de IL-4 como de IL-10 en pacientes con EPOC,
hay muy pocos articulos que hayan estudiado estas citoquinas en el condensado
exhalado. No obstante, hay estudios que no muestran diferencias en la IL-10 en lavado
broncoalveolar (331), o bien que sus niveles son inferiores en pacientes con EPOC tratados
con corticoides inhalados (332). En nuestra opinién dado el escaso niumero de pacientes
y las caracteristicas de la técnica hemos de tomar los presentes resultados con cautela.

7. Vitamina D

La vitamina D estd implicada en el metabolismo osteocdlico (333); sin embargo diversos
estudios han sugerido que también existe una asociacion entre esta vitamina y tanto el
desarrollo muscular (334) como la patogénesis de algunas enfermedades autoinmunes
(335), el asma (336) y las infecciones, incluidas las respiratorias (337) y la tuberculosis
(338). También ha sido involucrada en la patogénesis y gravedad de la EPOC (339). Aunque
hay dos estudios que no han mostrado relaciéon entre la vitamina D y esta enfermedad
(261, 340), sus conclusiones han sido cuestionadas por otros autores (167, 341. Una
reciente revision (339) concluye que, aunque los niveles de vitamina D no estan asociado
a un mayor riesgo de presentar EPOC, su deficiencia si estaria asociada con la gravedad
de la enfermedad (339). De todos modos, esta asociacion podria ser una consecuencia
mds que la causa (ver Introduccién). Por otra parte, también se ha observado que
proporcionar aportes de vitamina D en aquellos pacientes con deficiencia puede disminuir
las exacerbaciones y mejorar su fuerza muscular inspiratoria (271, 339, 342).

Por otra lado, la deficiencia de vitamina D es muy frecuente en poblacién general de 40
a 80 afios, y lo es todavia mas en el sexo femenino (un 51% en mujeres frente a un 36%
en hombres) (343).

Los datos del presente estudio muestran que los pacientes con EPOC presentan niveles
inferiores de vitamina D que sus controles sanos, aunque esta diferencia fue sdlo
significativa en el grupo de las mujeres, y ademds, en este grupo la deficiencia estd ya
presente en estadios moderados y se asocia con la gravedad de la enfermedad (medida
como FEV, y RV/TLC). Por otra parte, como se ha dicho en el apartado de Introduccién,
la deficiencia de vitamina D produce atrofia de las fibras de tipo Il (264), que como es
sabido, predomina en el musculo de los pacientes con EPOC. En el presente estudio
se observa que las mujeres con EPOC tienen menor fuerza que los hombres y menor
proporcién de fibras de tipo Il, y ademas existe una relacion entre los niveles de Vitamina
D vy la fuerza (tanto de mano como de miembros inferiores) y sin embargo no se hallé
asociacion entre los niveles de vitamina D y el porcentaje de fibras de tipo Il, su tamafio
o la masa muscular. Ademas en un analisis multivariante de regresion multiple, donde



el porcentaje de fibras era la variable dependiente, se alcanzd un nivel de significacion
(p<0,0 para el FEV, y no para los niveles de Vitamina D, por lo que es poco probable que
su deficiencia juegue un papel determinante en el fenotipo muscular de las pacientes.

Relacionado también con el metabolismo osteocalcico se ha observado en el presente
estudio que los hombres con EPOC tienen niveles inferiores de fésforo que sus controles
sanos y que las mujeres con EPOC. Se ha descrito que los enfermos con EPOC pueden
presentar mas hipofosfatemia que la poblaciéon general, lo que probablemente es
secundario a la ingesta de fdrmacos como las xantinas, los diuréticos de asa o los beta-2
adrenérgicos (344). En el presente estudio ningun paciente estaba tratado con teofilina
pero no puede asegurarse que los beta-2 adrenérgicos no puedan haber influido en los
resultados. De cualquier forma, se considera hipofosfatemia niveles por debajo de 2,5
mg/dL, y sélo 3 pacientes presentaban niveles de 2,4 mg/dL y uno 2,2 mg/dL. Por tanto,
la implicacién clinica parece minima.

8. Estructura y funcion muscular

Tanto la fuerza de prension de la mano como la fuerza del cuddriceps fue inferior en los
pacientes con EPOC respecto a los controles sanos, aunque estas diferencias sélo fuero
significativas para el cuadriceps (tanto en valores absolutos como normalizados por la
masa libre de grasa). Por otra parte, es importante sefialar que se observaron diferencias
relacionadas con el sexo. Asi, las mujeres con EPOC tenian menos fuerza que los varones.
Ademds, como se ha dicho en el apartado de Resultados, los hombres con EPOC tenian
una fuerza del cuadriceps normalizada por la masa que era un 27% inferior a la de los
sanos, diferencia que ascendia hasta el 43% para las mujeres. Esto indica que la fuerza
intrinseca del musculo, una vez normalizada por la masa, se halla mucho mas reducida en
las mujeres con EPOC, probablemente debido a factores metabdlicos. Se observé ademas,
especialmente en el grupo de las mujeres, una asociacion entre la fuerza muscular y el
nivel de actividad fisica lo que refleja la idea de que el decondicionamiento es un factor
clave en la aparicién de la disfunciéon muscular.

8.1 Estructura muscular

a) Tipos de fibras

Los sujetos sanos, independientemente del sexo, muestran en sus cuddriceps alrededor
de un 60% de las fibras de tipo Il (304), datos muy similares a los hallados en el presente

estudio. Por otra parte, es bien sabido que en los pacientes con EPOC se produce
una disminucion del porcentaje de las fibras de tipo | a favor de las de tipo Il, y esto



es proporcional a la gravedad de la enfermedad (283-285) hallazgo confirmado en el
presente estudio. Lo mismo sucede con el porcentaje de fibras de tipo Il, que correlaciona
tanto con el FEV, como con el indice BODE. Un dato importante a sefialar respecto de los
presentes resultados es que se ha constatado que las pacientes con EPOC muestran un
shift menos marcado que los hombres hacia las fibras de tipo I, a pesar de que su nivel de
actividad fisica era similar. Esto podria sugerir una mayor resistencia del sexo femenino
al incremento de las fibras de tipo Il. Este factor que recientemente se ha correlacionado
con la mortalidad para la poblacién global de pacientes con la enfermedad (345).

b) Tamario de fibras

En cuanto al tamafio de las fibras, el presente estudio reproduce las conclusiones
publicadas por trabajos previos (307, 308), ya que el &rea trasversa es menor en las
mujeres Unicamente para las fibras de tipo Il. Por otra parte, hay trabajos que muestran
que las fibras tipo IIA son mas grandes que las | en los varones, mientras que en mujeres
son las de tipo | (304). En el presente estudio los varones, ya fueran sanos o pacientes
con EPOC, mostraron un tamario similar en cuanto al drea de sus fibras de tipo | y de
tipo Il. Sin embargo, en el caso de las mujeres y en concordancia con la literatura arriba
mencionada, el tamafio de las de tipo | fue superior al de las de tipo Il tanto en las
sanas como en las pacientes con EPOC. Respecto al efecto de la enfermedad sobre el
tamario de las fibras, éstas suelen ser mas pequefias en pacientes con EPOC debido a
la atrofia muscular (283, 284). Aunque algunos autores sugieren que esta atrofia afecta
globalmente a todos los tipos de fibras (284), otros sugieren que sobre todo se observa
en las de tipo Il (283). En nuestro estudio se observo que tanto las fibras de tipo | como
las de tipo Il son mds pequefias en los pacientes (tanto hombres como mujeres) que en
los sujetos sanos, aunque no existen diferencias significativas entre ambos sexos. Si
es importante resefiar que, analizando el grupo de mujeres en su conjunto, se observa
una fuerte asociacion entre el drea de las fibras de tipo Il y el nivel de actividad fisica.
Este fendmeno podria resultado del decondicionamiento, ya que como se ha visto en la
Introduccion el sedentarismo o el bajo nivel de actividad fisica es la principal causa de
atrofia y por tanto de disfuncién muscular.

¢) Misculo anormal

Al igual que otros articulos previos del grupo (237), se observd que los pacientes
con EPOC presentan mayor porcentaje de musculo anormal (indicador indirecto de
la presencia de fendmenos de dafio y reparacion) que los controles sanos. Esto era
especialmente evidente respecto del indicador de lesidn, que ademds era mas elevado
en las mujeres que en los hombres con la enfermedad y estaba ya presente en estadios



moderados. Ademas, en el grupo de las mujeres, se observé una fuerte asociacion con la
gravedad de la enfermedad (con el FEV, y con el indice BODE). Por otra parte, existia una
asociacion entre el dafio muscular y el nivel de actividad fisica. Es interesante resaltar
que las mujeres con EPOC, con signos histoldgicos mayores de dafio que las sanas y que
los propios enfermos con EPOC, no mostraban signos de reparacion precoz aumentados.
Al contrario, sus signos de regeneracidn parecian similares a las de las mujeres sanas y
eran inferiores a la de los varones.

Otro hallazgo importante a resefar es la fuerte asociacion encontrada entre el grado de
hipoxemia durante el ejercicio y los indicadores histoldgicos de dafio muscular en las
mujeres con EPOC. Es sabido, que la hipoxia produce pérdida de masa muscular en la
poblacidn general (346). Por otra parte, en pacientes con EPOC crénicamente expuestos
a hipoxia se ha observado que presentan mayores niveles de estrés oxidativo en sus
musculos periféricos (347-349). Asimismo, se ha evidenciado que la hipoxemia puede
potenciar la respuesta inflamatoria, lo que contribuiria todavia mas a la atrofia muscular
(238) y ademas puede afectar a la capacidad oxidativa del musculo (capilarizacion y
actividad enziméatica)(350). Todos estos factores contribuyen obviamente a la disfuncién
muscular, por lo tanto no es de extrafiar que las pacientes de este trabajo que presentaron
mayores niveles de hipoxia durante el ejercicio muestren también mayor nivel de dafio
muscular, aunque es cierto que este aspecto deberia analizarse con mds profundidad.
Llama la atencion sin embargo, que a pesar de las razones fisioldgicas que apoyarian los
efectos deletéreos de la hipoxia crénica sobre el musculo, se conoce todavia muy poco
sobre el efecto de la oxigenoterapia sobre la disfuncién muscular en pacientes con EPOC.

Se ha observado también en el presente estudio una asociacién entre el porcentaje de
musculo anormal y el nivel de actividad fisica. Si bien el decondicionamiento produce en
un primer momento atrofia fibrilar y aumento del porcentaje de fibras de tipo Il (245),
durante la evolucién de la enfermedad aparezcen también fendmenos de dafio (237).
Probablemente el nivel de actividad fisica es inicialmente una causa de disfuncién
muscular y posteriormente también una consecuencia de esta disfuncion muscular.

Desde el punto de vista estructural, el dafio muscular se asocié también al porcentaje de
fibras de tipo Il, ambos fendmenos por otra parte se relacionaron con la gravedad de la
enfermedad.

En la presente tesis doctoral y como ya se menciona en el apartado de Resultados se
ha realizado un andlisis mas exhaustivo del porcentaje de musculo anormal, analizando
por separado algunos de los componentes descritos por Macgowan (235). Tal y como
se explicd en la Introduccion, el proceso de dafio-reparacion muscular se divide en



tres fases: lesion, fagocitosis-inflamacion, y remodelado (con o sin restauracion de la
funcién musculan). La presencia de células anormales y células inflamadas o necréticas
puede considerarse como indicativo de la primera fase. Los depdsitos de pigmentos
de lipofucsina (cuerpos residuales que resultan de la autolisis de lipidos y reflejan un
aumento mantenido de la actividad lisosomal) pertenecerian a la fase de fagocitosis, (si
bien su presencia en el musculo humano es muy escasa). Finalmente la presencia de
nucleos internalizados corresponderian a los estadios mas precoces de la Ultima fase o
de regeneracion, ya que los nuevos nucleos procedentes de las células satélites asumen
inicialmente una localizacion interna para desplazarse mas tarde a la periferia y dirigir
la regeneracion muscular (236, 351). De los presentes resultados puede concluirse que
las mujeres con EPOC presentan mas fendmenos de dafio propiamente dicho que los
hombres, aunque éstos muestran mayores signos del inicio de la reparacion.

8.2 Niveles de trascripcion genética

Los hombres con EPOC presentan menor expresién de determinados genes ligados a la
miogénesis, a pesar de que presentan mas signos precoces de regeneracion muscular.
Aunque estos datos sean discondantes no es posible descartar el papel que pueden
jugar factores locales o sistémicos en la regulacion post-trascripcional de la expresion
de dichos genes.

Respecto a la expresidn de citoquinas, las mujeres con EPOC expresaban niveles mas
altos del receptor | de TNF-a y del receptor de IGF-1en el musculo que los varones. Esto
reforzaria el hallazgo de que las mujeres con EPOC presentan mayor dafio muscular que
los hombres. De hecho se sabe que las células musculares son capaces de sintetizar
citoquinas inflamatorias (entre ellas TNF-a y sus receptores) en respuesta a la induccién
de dafio (352, 353). Actualmente estd demostrado que el TNF-a en el tejido muscular
produce tanto efectos deletéreos como beneficiosos. Entre los primeros estaria la
inhibicién la diferenciacién miogénica y por tanto de la regeneracién del musculo
(354, 355), asi como la induccidn de apoptosis, produciendo una reduccidon de masa
muscular (356). Entre los segundos, podria mencionarse la induccién de angiogénesis
y la contribucién a la proliferacién y migracion de las células satélite (357, 358). En el
presente estudio se ha observado ademas una asociacién entre los niveles de expresién
de TNF-a y diversos genes ligados a la miogénesis, lo que apoyaria el papel de esta
citoquina sobre la regeneracion muscular en los pacientes con EPOC.



8.3 Niveles proteicos de citoquinas en miisculo

Al igual que en la expresidn de trascripsomas, mediante inmunoandlisis se detectaron
también niveles proteicos mas elevados de receptores de TNF-a en los pacientes con
EPOC respecto de los sanos, y niveles incluso superiores del receptor Il en las mujeres con
EPOC respecto de los hombres con la enfermedad. Méas aun, se encontré una asociacion
entre estos ultimos y el marcador histolégico de lesién muscular, lo que nuevamente
apoyaria el hecho de que las mujeres presentan mas inflamacion local y dafio muscular
que los hombres.

8.4 Teoria estrogénica

Ante estos hallazgos, se plantea la pregunta de cudl es el hecho diferencial que hace que
las mujeres tengan menor capacidad de esfuerzo, menor fuerza y sobre todo, mas dafio
muscular y menor nivel de reaparacion que los hombres. Si bien hay factores segun la
literatura que pueden estar implicados, como son el déficit de vitamina D, el bajo nivel de
actividad fisica o la hipoxia, éstos no parece ser determinantes en cuanto a la diferenciacién
por sexos. Sin embargo, obviamente lo que distingue a unos de otras son las hormonas
sexuales, las cuales podrian jugar un papel importante tanto en el dafio muscular y la
consecuente respuesta inflamatoria como en la reparacién del mismo. Es sabido que
las hormonas sexuales estdn implicadas en la regeneracién de musculo esquelético,
pero mientras que los efectos anabolizantes de los andrégenos son bien conocidos, los
efectos de los estrégenos sobre el musculo se han descubierto mas recientemente. Por
una parte los estrogenos parecen jugar un papel importante en la proteccién del musculo
frente al dafio inducido por el ejercicio (359). En este sentido diversos estudios in vitro
han mostrado que tanto la concentracién de creatina quinasa basal como la liberada tras
contracciones musculares es mayor en ratas tratadas con ovariectomia y ratas machos
que en ratas hembras y en ratas machos tratadas con terapia hormonal estrogénica (360,
361). Esto apoya la teoria de que los estrégenos actian como antioxidante y estabilizador
de membrana, protegiendo la integridad del sarcolema (359, 362). Por otra parte, los
estrégenos pueden actuar sobre la respuesta inflamatoria tras el dafio. De esta forma,
se ha observado que la invasién neutrofilica inicial tras el dafio es mayor en las ratas
tratadas con ovariectomia y esta respuesta inflamatoria se atenua si son tratadas con
estrogenos (359). Por ultimo, estudios realizados también en ratas ovariectomizadas han
mostrado que en éstas se produce una menor activacion de células satélites tras el dafio,
mientras que el tratamiento hormonal estrogénico restablece también dicha respuesta
celular (359, 363). Aunque mas escasos, también hay estudios realizados en humanos en
relacion a estos hallazgos. Asi, un estudio realizado sobre hermanas gemelas sometidas
so6lo una de ellas a terapia hormonal sustitutiva mostré que las mujeres tratadas tenian



mayor masa y fuerza muscular que las no tratadas (364). Otro estudio mas reciente
mostré que el tratamiento estrogénico atenuaba la respuesta neutrofilica tras el dafio, no
s6lo en mujeres postmenopdusicas si no también en hombres jovenes (365).

En la mujer, la secrecion de estradiol al plasma es variable a lo largo del ciclo menstrual,
con unas concentraciones de alrededor de 30 pg/mL en fase folicular temprana, 300 pg/
mL en fase periovulatoria y 200 pg/mL en fase lutea. La menopausia o cese permanente
de la menstruacién se produce alrededor de los 51 afios, con un intervalo que oscila
entre los 45 y los 58. Esto conlleva un descenso muy importante de las concentraciones
de estradiol inferior a 20 pg/mL. Sin embargo, a diferencia del climaterio femenino,
el declive de la funcién sexual y gonadal en el hombre es mucho més progresivo. Se
observa una tendencia al descenso de la concentracion de la testosterona a partir de
los 55 a 65 afios, aunque suele permanecer dentro del intervalo de la normalidad hasta
edades mas avanzadas (366).Ya en el terreno de las hipdtesis, este descenso brusco de
estrogenos (presente en las pacientes de este trabajo como muestran sus bajos niveles
de estrégenos) podria hacer que la mujer, ademas de ser mas susceptible a la EPOC (18,
27, 28, 30), pudiera ser también mas vulnerable a la lesidn y disfuncién muscular que
acompafia frecuentemente a esta entidad.

9. Relaciones entre inflamacién sistémica, muscular y pulmonar

Inicialmente se pensaba que la inflamacion sistémica que presentan los pacientes con
EPOC derivaba de la inflamacién pulmonar, que de alguna manera se extendia al resto
del organismo a través de la sangre. Esta es la teoria conocida como spillover (197). Sin
embargo, la ausencia de correlaciones entre los niveles de inflamacion local y sistémica o
en otros érganos, incluido el musculo, asi como la presencia de alteraciones musculares
que preceden en muchos casos a la afectacion pulmonar contradicen en gran parte
esta teoria (77, 197, 256, 367). Por lo tanto parece mas probable que las manifestaciones
extrapulmonares surjan en paralelo a la enfermedad pulmonar, originadas ambas por un
mismo estimulo nocivo (77).

En concordancia con lo reportado por otros autores, en el presente estudio, a pesar de
que los pacientes mostraban mayor grado de inflamacién tanto a nivel sistémico como
muscular o pulmonar que los sujetos sanos, no se observd ninguna correlacién entre los
diversos compartimentos para ninguno de los dos sexos. Esto apoyaria la teoria de existe
poca relacion entre ellos y que responden de forma auténoma frente a una noxa comun.



10. Implicaciones clinicas

En el presente estudio existen varios puntos de interés clinico. En primer lugar, la
confirmacion de que las mujeres con EPOC tienen mayores signos histoldgicos de dafio
muscular que los hombres. Segundo, la asociacién de este fendmeno con diversos
factores sobre los que se podria incidir directamente:

1. Actividad fisica: se ha relacionado con la funcién pulmonar, la capacidad de esfuerzo, la
calidad de vida, la fuerza muscular asi como con alteraciones en la estructura y biologia
musculares. Los programas de rehabilitacion que ya han demostrado disminuir los
sintomas, mejorar la capacidad de esfuerzo y la calidad de vida asi como los aspectos
psicoemocionales podrian tener también un efecto directo sobre la afectacion estructural
y funcional del musculo, especialmente en las mujeres.

2. Hipoxia durante el ejercicio. Si se debe prescribir oxigenoterapia a un paciente con
EPOC que unicamente desatura en el ejercicio es un tema todavia controvertido. Sin
embargo cada vez son mas los expertos que lo aconsejan. En base a la fisiologia muscular
y a los hallazgos aqui encontrados, parece mas que razonable incentivar la actividad
fisica en las mejores condiciones de oxigenacion, al menos en las pacientes con EPOC, lo
que probablemente también podria disminuir el dafio muscular.

3. Vitamina D: Se ha visto que incluso en poblacién general, y todavia mas en pacientes
con EPOC existe un déficit de esta vitamina. En el presente trabajo, dicho déficit era mas
marcado en las mujeres con la enfermedad y se relacionaba con la gravedad de la EPOC
y la fuerza muscular. El aspecto nutricional en la EPOC es muy importante porque no
debe olvidarse que tiene por si mismo implicaciones prondsticas. Por tanto, una variada
y correcta alimentacion, y si fuera necesario suplementos de vitamina D, deberian ser
aconsejables sobre todo en las enfermas. Por otra parte, seria beneficioso igualmente
para disminuir el riesgo de osteoporosis, enfermedad muy prevalente en estas pacientes.

4, Estrogenos: si bien se ha defendido que la presencia o ausencia de estas hormonas
puede jugar un papel crucial en la afectacion muscular, concretamente en la deficiente
reparacion del dafio, el aconsejar terapia hormonal sustitutiva es un tema controvertido
por sus efectos secundarios. Por tanto, a pesar de sus posibles efectos beneficiosos
sobre el musculo, es arriesgada su recomendacién en las pacientes con EPOC.



11. Limitaciones del estudio

Una de las principales limitaciones del presente estudio es el tamafio muestral, que aunque
ha permitido llegar a conclusiones en cuanto a la afectacion muscular en la EPOC y sus
diferencias entre sexos, objetivo principal de la presente tesis, no ha permitido alcanzar
significacion en algunos aspectos clinicos, como los sintomas o la calidad de vida, asi
como en ciertas asociaciones de caracter clinico-funcionales. No obstante, tales objetivos
son muy secundarios en el presente estudio, caracterizado sobre todo por la adquisicion
y andlisis de muestras bioldgicas (algunas de ellas a través de un grado de invasividad
relativamente elevado). Esto obviamente ha limitado por razones éticas la consecucién de
poblaciones mds amplias, caracteristicas de estudios de indole més clinica.

Por otra parte, y como ya se ha mencionado, los estrictos criterios de inclusion empleados
para los pacientes con EPOC han hecho que éstos hayan sido cuidadosamente
seleccionados para evitar factores de confusién. Asi, no se han incluido pacientes con
fenotipo mixto (o con hiperreactividad bronquial) ni con comorbilidades relevantes que
pudieran haber afectado per se la estructura y funciéon musculares.

Otra limitacion, como ya se ha explicado previamente, es la falta de una TAC tordcica
de caracteristicas adecuadas, para permitir comparar de forma precisa el grado de
enfisema entre ambos grupos de enfermos, asi como analizar posibles asociaciones entre
el grado de enfisema y aspectos funcionales (tanto a nivel pulmonar como muscular) y
nutricionales o incluso estructurales del musculo.

Finalmente, es importante sefialar que la metodologia empleada en la valoracién de la
estructura muscular, especialmente el porcentaje de musculo anormal, es una técnica con
ciertos componentes subjetivos. Sin embargo, se ha intentado minimizar este aspecto
realizando las mediciones siempre de forma ciega y por 2 observadores independientes,
uno de ellos la autora de esta tesis.



12. Principales fortalezas

La principal fortaleza de este estudio es que todos los pacientes han sido reclutados
siguiendo los mismos criterios y han realizado las pruebas de funcién pulmonar y
muscular en el mismo laboratorio, evitando asi sesgos en las mediciones.

Por otra parte, todas las biopsias musculares han sido realizadas por la misma persona
(la autora de esta tesis), siguiendo la misma metodologia descrita por el grupo, lo que
ha permitido tener muestras comparables ya que sabido que la morfologia muscular,
fundamentalmente el fenotipo fibrilar, puede variar segun la localizacién precisa de la
biopsia muscular en el vastus lateralis del cuddriceps.

Todas las fases del estudio han sido realizadas ademas por el mismo equipo, lo que
permite disponer de los conocimientos y técnicas adecuadas a lo largo del proceso, asi
como un debate multidisciplinar sobre los resultados.
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VII. CONCLUSIONES

Las mujeres con EPOC presentan una afectacion muscular diferenciada de los varones,
en primer lugar presentan mds de signos histolégicos de dafio en el musculo cuadriceps
que los varones incluso en estadios moderados de la enfermedad y a pesar de que los
niveles de afectacion funcional, estado nutricional, inflamacion sistémica y de actividad
fisica eran similares en ambos grupos. Sin embargo, presentan menos signos precoces
de regeneracion muscular que los hombres. Por otra parte, el shift hacia un aumento en
la proporcidon de fibras de tipo Il es inferior en las mujeres con EPOC comparado con el
de los varones. Asi mismo, las mujeres con EPOC presentan una mayor disminucion de
fuerza muscular y de la capacidad de esfuerzo. Existen diferentes factores que se asocian
a esta afectacion muscular en las mujeres con EPOC, como los niveles de vitamina D, la
hipoxia o el nivel de actividad fisica, sin embargo existen otros factores inherentes al sexo
(estrégenos) que podrian explicar estas diferencias.

Con el presente estudio se confirma la ausencia de relaciones en los niveles de inflamacion
entre los componentes sistémico, pulmonar y muscular.

Las mujeres con EPOC muestran una tendencia a una superior percepcion de la disnea
que los hombres, presentan menor capacidad de ejercicio y aunque nivel de calidad de
vida es similar en ambos sexos, ésta se asocia a diferentes factores en funcién del sexo.
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ABSTRACT (292 words)

COPD is a complex and multidimensional disorder, which in addition to the respiratory
involvement also targets other organs and systems. Even though there is some knowledge
regarding gender differences in the presentation of the lung disease, little is known on
the potential differences that can also be present in its extrapulmonary manifestations.
Muscle dysfunction is one of the most prevalent of them and negatively impacts on the
patients’ quality of life and mortality. The aim of the study was to analyze the specific
profile of muscle dysfunction, structure and biology in COPD women. Twenty-one women
and 19 men with stable COPD as well as 15 controls of both genders were included.
Nutritional status, level of physical activity, lung and muscle function, exercise capacity
and quality of life were assessed in all subjects. In addition, blood, breath condensate and
quadriceps muscle samples were obtained and all of them were tested for inflammatory
markers. Moreover, fiber phenotype, signs of damage and/or regeneration and the
expression of key genes linked to myogenesis were analyzed in the muscle. Inflammatory
markers were increased in all body compartments analyzed but no correlation was
found amongst them. Muscle dysfunction was present in both COPD groups but was
more marked in women. The opposite occurred with the increase in the percentage of
type Il fibers that was present in COPD patients from both genders but was significantly
lower in women despite the existence of a similar level of airway obstruction than men.
Female COPD also showed higher histological signs of muscle damage than both control
females and COPD men, who in contrast exhibited higher signs of muscle regeneration.
We conclude that gender influences muscle phenotype and function in COPD. Further
studies will be required to investigate the causes for these differences.

KEYWORDS

Gender - Peripheral Muscles — Muscle Dysfunction - Muscle Damage - COPD.



INTRODUCTION

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a rising cause of morbidity and
mortality worldwide (1). Historically there has been greater prevalence among men
than women, mostly related to the epidemiology of cigarette smoking. In line with this,
current European studies still show a higher prevalence in men than in women but with
a worryingly high incidence of COPD in middle-aged women (2, 3). Moreover, recent
studies carried out in the United States, where women have started smoking in increasing
numbers since 1940, show that the prevalence is now higher in women than in men (4),
and the risk for death from COPD is already similar in both genders (5). Therefore, the
potential differences that men and women may exhibit regarding susceptibility to COPD,
forms of clinical presentation and prognosis are a subject of great interest.

The authors of different reports have suggested that women may be more susceptible to
cigarette smoke and more likely to develop early-onset COPD than men (6-9), and have a
greater lung function decline than their male counterparts (10). In addition, several studies
have shown sex differences in the expression of the disease, including symptoms, radiological
features, number and severity of exacerbations and mortality. In this regard, women complain
more about dyspnea and seem to have worse health-related quality-of-life scores for the
same predicted FEV, than men (11,12).In addition, women have a higher hyperresponsiveness
than men (13) and CT exams reveal that they have less extensive emphysema and peripheral
involvement (12, 14, 15), smaller airway lumens and disproportionately thick airway walls
than them (12). Moreover, COPD women show a higher risk of being admitted to hospital (6)
and their mortality rates are higher than those of men (16, 17). However, the effect of gender
in systemic manifestations of COPD is still an unexplored area. Skeletal muscle dysfunction
is probably the most studied systemic manifestation of COPD and is very prevalent. It has
been recently demonstrated that as far as a 28% of the patients in stages 1and 2 and 38% of
those in stage 4 have quadriceps weakness (18). Muscle dysfunction also has an important
impact on exercise tolerance and quality of life of the patients (19), being an independent
mortality predictor (20). The main factors involved in muscle dysfunction are the decrease
in physical activity that leads to deconditioning, nutritional abnormalities and a low grade
of systemic inflammation (21). These factors are associated to structural and biological
changes within the limb muscles, which include a switch to a higher percentage of type Il
fibers, apoptosis, muscle damage, oxidative stress and local inflammation, among others
(22-26). Nevertheless, the preceding studies have been made on male COPD patients or in
a mixture of both genders, without paying attention to the presence of potential differences
between men and women. Therefore, the specific characteristics of muscle dysfunction in
the latter still remain unexplored. Accordingly, the aim of the present study was to determine
if those factors related to gender influence the clinical presentation of muscle dysfunction
in women, with special focus on the most relevant ethiological factors as well as on muscle
structure and biology.



METHODS
Subjects

Twenty-one Caucasian women with stable COPD (27) and 19 men with the same
condition and matched for age, body mass index (BMI) and severity were consecutively
recruited from the clinics at our institution. Those patients with relevant comorbidities
were excluded from the study. Additionally, 8 healthy women and 7 healthy men, matched
for age and BMI with COPD patients, never smokers were recruited from the general
population. Approval was obtained from the local institutional Ethics Committee on
Human Investigation and informed written consent was obtained from all individuals.

Nutritional assessment: Anthropometric variables including BMI and fat free mass
index (FFMI, acquired by bioelectrical impedance) (BODYSTAT 1500, Bodystat LTD. Isle
of Man, UK) as well as serum nutritional markers (cholesterol, albumin, total proteins,
haemoglobin and prothrombin time) were obtained in all subjects.

Respiratory function: Forced spirometry was performed (Datospir 92, SIBEL, Barcelona,
Spain), and static lung volume and airway resistance (Body plethysmography, Masterlab,
Jaeger, Wiirzburg, Germany) as well as carbon monoxide transfer (DLCO) (Masterlab) were
obtained in all subjects. Variables are expressed through both absolute and percentage
of predicted values. Equations for a Mediterranean population were always used (28-30).
Arterial blood gases were only obtained in COPD patients (gas analyzer GEM Premier
3000 Instrumentation Laboratory Worldwide Headquarters, Bedford, MA. USA).

Muscle Function: handgrip and quadriceps muscle strength were evaluated in all the
subjects through dynamometry as described elsewhere (28-33).

Physical endurance was evaluated through the six minutes walking test following the
ATS/ERS recommendations (34). Walking distance was expressed as both absolute and
related to predicted values (3.

Physical activity was measured using accelerometers (SenseWear® Pro2 Armband
SWA; Body Media, Pittsburgh, PA, USA) for 7 consecutive days as described elsewhere
(35). Data are expressed as steps per day and metabolic equivalents (METS).

Quality of life was assessed by the COPD specific version of the St. George’s Respiratory
Questionnaire (SGRQ-C) (36) using those published for the Spanish population as
reference values (37).



Blood samples

Blood samples were obtained after fasting overnight and, following 30 min of blood
withdrawing, centrifuged at 2000-3000 rpm for 10 min. Serum was separated and stored
in cryotubes at -80°C. Routine blood tests (complete blood count, biochemistry including
liver and kidney functions) as well as high sensitivity C-reactive protein (hsCRP), calcidiol
(25(0OH)D), calcitriol, and parathyroid hormone (PTH) were analyzed in all subjects, and
estrogen, progesterone and follicle-stimulating hormone (FSH) levels only in women.
In addition, A Bio-Plex human cytokine assay was run according to the recommended
procedure (Bio-Plex Precision Pro Assays Human Cytokine 10-Plex ref. 171-A1001P. Bio-
Rad Laboratories, Hercules CA, USA). Then, serum levels of tumor necrosis factor (TNF)
-a, interferon (IFN) -v, interleukin (IL) -1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 and IL-13,
follistatin, leptin, granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), hepatocyte growth
factor (HGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor
(PDGF) and platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM) were determined. All
analyses were performed in duplicate.

Breath Condensate

Patients were asked to breath for 10 minutes in a condensator under ventilatory control
(EcoScreen/ECoVent, Jaeger, Germany) according to the recommendations from ATS/ERS
Task Force (38). The samples were immediately frozen and later analysed. The proteins
expression of the following cytokines TNF o, TNF f3, IFN Y, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12 y VEGF were quantified using specific ELISA kits (RayBiotech, Norcross, GA, USA)
following previously published methodologies (7). For all the sample specimens equal
amounts of total protein were always loaded in duplicated. Protocol was also followed
according to the corresponding manufacturer’s instructions for each cytokine.

Muscle samples

Open muscle biopsies of the vastuslateralis were obtained from COPD patients and
controls following the procedures previously published by our group (39). All muscle
structural and biological analyses were conducted blind in the same laboratory and by
the same investigators.

Structural analyses

Briefly, on 3-um muscle paraffin-embedded sections from both patients and controls,
myosin heavy chain (MyHC) -1 and -Il isoforms were identified using specific antibodies



as published elsewhere (40). The percentages of fiber types and their cross-sectional
areas were then calculated. In addition, to assess the presence of histological signs of
muscle damage and regeneration, the area fraction of normal and abnormal muscle was
also evaluated following previously published methodologies (41).

Gene expression

The expression of key genes for inflammation (TNF-a and its receptors Rl and RlI, IL-1B,
IL-6 and its receptor, IL-10 and insulin-like growth factor (IGF) -1 and its recepton), cell
damage or stress (embryonic and perinatal MyHC isoforms (MyHC-emb) (MyHC-peri),
respectively) and myogenesis (Paired box protein 7 (Pax7), myogenic factor 5 (MyF5),
M-Cadherin, and differentiation factor 1 (Myo-D)) were evaluated by determining
their transcriptomes (MRNA) in the muscle. Succinctly, total RNA was extracted from
muscle samples using TRIzol reagent (Invitrogen, Life Technologies SA, Grand Island,
NY, USA) according to the manufacturer’s protocol. First strand cDNAs were produced
from total RNA using oligo (dT),, .. primers and SuperScript Il reverse transcriptase (Life
technologies). Then, quantitative PCR reactions were performed using TagMan low-
density arrays (TLDAs). The cDNA was mixed with 2x TagMan Universal PCR Master
Mix (Assays-on-Demand Gene Expression Products, Applied Biosystems), loaded into
a port of the TLDA card and run on an ABI Prism 7900HT Sequence Detection System
(Life Technologies). The TLDAs contained 24 different TagMan gene expression assays
(Applied Biosystems) including 3 housekeeping genes. From them, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was the most stably expressed housekeeping gene
among all samples and therefore, it was chosen as our endogenous control. One sample
was used as calibrator for data normalization. Data calculation was performed using the
RQ Manager package from the Sequence Detection System (SDS) software, version 2.2.2
(Applied Biosystems) and was based on the AACt method (42).

Protein levels

Due to limitations of the muscle sample size, protein levels of only selected cytokines (TNF-a,
and its receptors Rl and R, interferon-y, transforming growth factor beta 1 (TGF-1), IL-1B,
IL-6, IL-10, IL-12 and VEGF) were quantified using specific ELISA kits (RayBiotech, Norcross,
GA, USA) and following previously published methodologies (41, 43).



Statistical analysis

Normal distribution of each variable was determined by the Kolmogorov-Smirnov test.
Data are presented as mean+SD. Comparisons of physiological and biological variables
between both groups of COPD patients and between each of these groups with their
corresponding gender controls were analyzed using the Student’s t test. Bivariate
relations between physiological and biological variables were explored using the Pearson’s
correlation coefficient and a multivariate analysis was also conducted. Data analysis was
done using the SPSS Statistics® package (version 20.0) and GraphPadPrism® (version
6.0). In all cases, statistical significance was defined by a p<0.05.



RESULTS
General characteristics of the study population

Table 1 shows the main general, nutritional and functional characteristics of all different
study groups. Briefly, the cumulated exposure to tobacco smoking was higher in male
COPD patients than in women with the disease, and a relatively large percentage of all
patients were still active smokers (33% women vs. 26% men, not significant). However,
COPD patients of both sexes showed similar nutritional parameters than their respective
healthy controls. Moreover, the percentage of patients with low body weight (BMI<18,5
kg/m?) was similar for COPD women and men (19 vs. 21%, respectively).

Regarding respiratory function, the group of women showed a mean FEV, of 39+15%
ref., with marked air trapping, reduced carbon monoxide transfer, and slight hypoxemia
without hypercapnia. The level of impairment was similar for COPD women and men, with
a similar distribution of the severity levels. Muscle of the lower limbs in both COPD groups
was weaker compared with their respective controls, although this reduction was more
important in female patients, even after normalization by fat free mass. In contrast, the
upper limb function was similar in the four study groups. The exercise capacity in turn,
was slightly reduced in COPD women, and again this reduction was slightly higher than
that observed in COPD men. Obviously, respiratory and limb symptoms at the maximum
effort level were more pronounced in both COPD groups than in their respective healthy
controls, but there was no difference between COPD women and men. The level of
physical activity was similarly reduced in both groups of COPD patients, but women
showed a direct relationship of this dimension with quadriceps strength normalized
by FFM. A similar tendency was observed in COPD men. Finally, the Saint George’s
questionnaire showed a moderate and similar deterioration in the quality of life in both
groups of patients. However, women showed a tendency to have a higher perception of
dyspnea than men.

Systemic inflammation

Both COPD groups showed elevated levels of different inflammatory markers in their
peripheral blood, with no differences between men and women (Table 2). Moreover,
women with COPD showed a direct correlation between the levels of IL-6 and the severity
of the airway obstruction (r2 = 0.17, p <0.05), which was absent in COPD men.



Lung inflammation

COPD women showed higher levels of diverse inflammatory markers than their healthy
controls in the exhaled condensate. Moreover, their IL-8 levels were even higher than
those shown by COPD men, with a similar trend for IL-10 (Table 3).

Vitamin D and calcium metabolism

The level of 25 (OH) Vit D was significantly lower in women with COPD than in their
healthy controls. COPD males showed a similar trend, although less marked than women
(Table 4). Furthermore, a decreased level of 25 (OH) Vit D was evident in the latter,
even in the subgroup of patients with only moderate lung disease. By contrast, levels of
calcium, phosphate and PTH were similar among the four study groups. Interestingly, the
levels of 25 (OH) Vit D were directly associated with muscle strength (r>=0.14, p=0.05,
for handgrip; and r?=0.27, p=0.01, for quadriceps strength) and inversely with IL-6 levels
(r?>=0.16,p<0.05) in women.

Structure and molecular events in the quadriceps muscle (Table 5)

a) Fiber Phenotype: COPD patients of both genders showed a higher proportion of type
Il fibers than their respective healthy controls. However, this increase was significantly
lower in COPD women compared with COPD men, and the former also showed a direct
relationship between the proportion of type Il fibers and both the degree of airway
obstruction and the BODE index (Figure 1), as well as an inverse correlation with oxygen
saturation at the end of the 6 minute walking test. In addition, both COPD groups showed
a tendency to have smaller fibers than their respective healthy controls, although this did
not reach statistical significance. However, type Il were smaller than type | fibers in COPD
women, while in male patients both fiber types exhibited a similar size.

b) Damage and Muscle regeneration: The proportion of abnormal muscle (a surrogate for
the presence of damage and repair phenomena) was higher in both COPD groups than
in their controls, with no differences between both genders. However, when this general
index was divided into its different components, the percentage of muscle with abnormal
or necrotic fibers (a surrogate of muscle injury) was increased in COPD women, not only
when compared with their female controls, but also with COPD men. This difference was
present even in women with a moderate lung disease. Conversely, COPD women showed

a lower proportion of muscle with internalized nuclei (a surrogate of the initial stages of
regeneration) than COPD men. In addition, the proportion of abnormal muscle directly
correlated with the degree of airway obstruction, the BODE index and the proportion of
type Il fibers, and inversely with the level of physical activity and the oxygen saturation
at the end of the walking test in COPD women.



c) Gene expression (Table 6): COPD women did not show significant differences with
their healthy controls in the expression of key genes involved in myogenesis. However,
their PAX7, MyF5 and M-Cadherin expression levels were higher than those observed in
COPD men. No differences were observed between each one of the COPD groups and
their specific healthy controls for those genes linked to cell stress or encoding adhesion
molecules or proinflammatory cytokines. However, COPD women showed a higher
expression of ITG-b, Rl of TNF-a and the receptor of IGF-1than COPD men. Moreover, the
expression of TNF-a and its two receptors was directly correlated with that of different
genes involved in stress and myogenesis, such as PAX7, MyF5, MyHC-emb and MyHC-
peri in COPD women.

d) ) Molecular levels of key proteins (Table 7): In addition to transcriptome levels, the
protein levels of a few selected proteins related to inflammation were also determined.

Overall, they show similar results to the former, without differences between COPD
patients and controls, with the exception of the receptors of TNF-a, whose levels were
higher in COPD women when compared with their female controls and, in the particular
case of RIl, with COPD men.

Inflammation in systemic, pulmonary and muscle compartments. Regarding inflammatory

markers, no correlations of interest were obtained between the different body
compartments analyzed in the study.



DISCUSSION

The most novel finding of the present study refers to the increased histological signs
of injury in the quadriceps muscle of female patients with COPD. These signs were
higher to those shown by COPD men, although their levels of functional impairment,
nutritional status, systemic inflammation and physical activity were similar. Moreover, this
phenomenon was evident even in moderate stages of the disease. The opposite occurred
with early signs of muscle regeneration, which were lower in COPD women than in men.
Moreover, the shift towards an increase in the proportion of type Il fibers was lower in
COPD women when compared with that observed in men. This study also confirms some
findings of previous authors regarding the greater decrease in muscle strength and
exercise capacity shown by COPD women, and their higher perception of dyspnea. It also
confirms the absence of relationships between the levels of systemic, lung and muscle
inflammation.

The patients of the present study showed muscle dysfunction, expressed by a decrease
in quadriceps strength. This decrease was more pronounced in women, even after
normalization for fat free mass (absent in previous studies), indicating that the intrinsic
properties of the muscle were more altered in females. Moreover, the loss of strength in
women was related to the level of physical activity, reinforcing the idea of a key role for
muscle deconditioning in the genesis of the dysfunction. In contrast with the lower limbs,
the function of the upper limb muscles showed no differences between patients and
healthy subjects. This confirms earlier findings of our group, which demonstrated that
muscle phenotype is more preserved in the upper limb muscles, probably due to less
severe muscle deconditioning and phenotypic changes (44, 45).

As for structural muscle findings, COPD patients showed the increase in the percentage
of type Il fibers classically observed in this condition (21, 23), but this switch was markedly
lower in COPD women than in men. This is especially relevant since as mentioned this
occurs even though both populations showed a very similar nutritional status, and similar
levels of bronchial obstruction, systemic inflammation and physical activity. Interestingly,
the percentage of type Il fibers in women was associated with the degree of hypoxemia
during exercise. Although it is not possible to infer a cause-effect relationship given the
nature of the present study, several authors have shown that the level of oxygenation
may modulate fiber phenotype in skeletal muscles (46, 47). Also estrogens, with very low
levels in our patients but with potential residual effects from the preceding years, may
have influenced their muscle phenotype (48, 49) . Interestingly, our group in collaboration
with other international teams has recently shown the importance of the switch in fiber
types occurring in the quadriceps muscle of COPD patients to predict mortality (50).



Moreover, our COPD women showed higher histological evidences of muscle damage
than healthy controls and even than COPD men. The latter in contrast, showed greater
signs of early steps of muscle regeneration than COPD women. As a whole, these findings
suggest different susceptibility of patients of both genders to injury, that may have been
caused by different stimuli, including tobacco (many of the patients were active smokers)
and/or exercise (26, 51) The fact that COPD men showed signs of early regeneration
must be taken with caution, since several groups have recently shown that this reparative
process fails in its final steps in patients (52).

Another point of interest is the presence of a vitamin D deficiency in patients with
COPD, which was more pronounced in women than in men, and was present even in
those with only moderate lung disease. In addition, vitamin D levels were associated with
muscle strength in women, both in the upper and lower limbs. The trophic effect that
vitamin D has on bone is very well known but its effects on muscle are less familiar to
the medical community. However, it has been shown that vitamin D positively influences
the maintenance of muscle mass (563). It is possible to speculate that the deficit in this
vitamin, perhaps derived from the lack of outdoors activity of the patients and easily
preventable with oral supplements, had played a role in the structural and functional
changes exhibited by our female patients.

The present results also confirm the absence of any relationship in the levels of
inflammation (as indicated by the expression of specific markers) between systemic,
pulmonary and muscle compartments. This reinforces the idea that the initial trigger (i.e.
tobacco) probably targets various organs separately, and works against the theory of the
spill over of inflammation from the lungs.

Another interesting issue is the proportion of patients with low weight and low muscle
mass observed in this study, which was approximately one fifth, with no differences
between men and women. This proportion is close to those reported in previous studies
conducted in North America and Northern Europe, and much higher than previous
studies performed in the Mediterranean area (54). This geographical difference has been
attributed to lifestyle divergences. Our higher proportion of patients with low body weight
can probably be explained by the origin of the patients (clinics from a reference hospital),
which has determined their major severity and phenotypic traits. Previous studies
conducted in Spain analyzed mild COPD, while the mean FEV. of the present study was
39% ref. and the patients showed a predominance of the emphysema phenotype.



Study limitations

One limitation of the present study is the relatively small number of healthy subjects,
which may have prevented the achievement of statistical significance in some variables.
However, the ethical constraints of taking a biopsy of the quadriceps muscle in healthy
subjects is obvious. Moreover, the control groups are similar to those used in previous
studies and significant differences have been obtained in the main variables of the
present one. The muscle sample size was minimized for the same ethical reasons. This
did not affected the structural and transcriptome analyses, but has limited the number of
proteins included in the study, and thus, only those considered as more relevant for the
objectives were chosen.

In conclusion, the present study has revealed for the first time functional and structural
differences in peripheral muscles of women and men with COPD, also confirming other
discrepancies in physiological outcomes and symptoms between both genders.
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Table 1.Demographic characteristics, lung and muscle function, physical activity and exercise.

Healthy women Healthy men COPD women COPD men
Subjects, n 8 7 21 19
Age, years 62 +8.2 619 63 +8 66 +9
BMI, Kg/m? 259 £2.4 275 £31 24.8 £55 241 £43
FFMI, Kg/m? 18 £ 1.4 19522 16.4 + 2.2 Cp=010 | 175 +21¢p=000
Smoking status
Current smokers, n (%) 0 0 7(33) 5(26)
Packs-year 0 0 39 +15 54 £16 **
Lung fuction tests
FEV, % pred. 102 £ 14 98 +7 39 £15** 40 14 **
% RV/TLC 405 397 69 = 11** 65+ 9*
DLCO, % pred. 104 =14 1047 55 + 19 *** 56 + 21**
PaO,, mm Hg - - 70+8 71£12
PaCOZ, mm Hg - - 428+28 407 £ 3.6

Physical activity,

12441 £ 4525

13490 £ 4217

5946 £3955 **

7327 = 4158*

Steps/day

METs 1.9+ 0.4 20+0.3 1.5 +0.3* 14 £03*
Muscular Strength

HG 26+9 34+6 21+ 4 32+5*
HG, % pred. 15 £34 120+22 104 £ 22 100 = 26
QMVC, Kg 4517 54 12 29 £ 8** 43 £ 11¢. =009 ++
QMVC/FFM (%) 19 =50 134 = 26 68 £22* 99 +35***
Exercise (6MWT)

Distance, m 551+ 67 566 + 102 363 £ 107 *** 429 £103 ** *
Distance, % pred. 109 £19 106 +8 73 =20 *** 86 +19**
SpO,, % 98 +1 98 1 93 +£3** 94 +3*
End-SpO, % 97 +1.3 98 1 88 6 ** 88 6 **

Data are presented as mean=SD or as n (%). Abbreviations: BMI, body mass index; FFMI, fat-free mass index;
FEV, forced expiratory volume in 1 sec; pred., predicted; RV, residual volume; TLC, total lung capacity; DLCO,
diffusing capacity of the lung for carbon monoxide; PaO,, partial pressure of oxygen in arterial blood; PaCO,,p
artial pressure of carbon dioxide in arterial blood; MET, metabolic equivalent; HG, handgrip; QMVC, quadriceps
isometric maximum voluntary contraction; 6BMWT, 6 minute walking test; SpO,, oxygen saturation (oxymeter)
at baseline; end-SpO,, oxygen saturation at the end of the 6BMWT. Significance: *, ps 0.05; **, p< 0.07; ***, ps
0.001 between healthy and COPD women or healthy and COPD men. *, ps 0.05; **: ps 0.01 between COPD men
and women.



Table 2. Serum measurements of different cytokines

Healthy women | Healthy men COPD women COPD men

CRP, mg/dI 0.47 £ 0.70 0.20 + 0.51 0.83 = 116 0.62 +1.08
HsCRP, mg/dL 0.16 £ 0.M 0.19 = 012 0,68 + 0,60 ** 0.54 + 0.41*
Fibrinogen, mg/dl 356 + 39 341+ 26 403 £ 91 434 £107 *
Ceruloplasmin, mg/dl 26+5 22+ 4 26+ 6 28 +13
TNF-a, pg/ml 17+ 4 14 =5 25 £ 10 ** 24 10 **
IFN-g, pg/ml 153 + 38 129 + 30 207 + 64 ** 193 + 48 ***
VEGF, pg/ml 92 + 51 90 + 58 89 £ 60 92 + 62
PDGF, pg/ml 94 + 64 9771 133 £ 162 133 £143
G-CSF, pg/ml 327 £ 136 317 £ 172 298 £ 195 320 * 249
PECAM, ng/ml 49 18 51+17 49 + 29 48 + 32
IL-1, pg/ml 19+5 16 +4 24 +8* 23+6**
IL-2, pg/ml N2 +22 110 = 24 142 £ 49* 140 +38*
IL-4, pg/ml 379 36 11 45 +13* 43+8
IL-5, pg/ml 301+ 62 283 + 66 395 + 104 ** 368 + 67 **
IL-6, pg/ml 209 +76 182 + 39 310107 ** 269+81**
IL-8, pg/ml 67 = 42 71+ 38 74 65 78 + 68
IL-10, pg/ml 214 =+ 57 191+ 32 287 +88* 266 * 59 ***
IL-12, pg/ml 62 +16 61+15 81+29* 75 £19*
IL-13, pg/ml 80 +16 72 £14 106 +33* 100 + 20 ***

Data are presented as mean+SD. Abbreviations: pg, picogram; ml, milliliter; CPR, C-reactive protein; HsCPR,
hight sensitivity C-reactive protein; TNF, tumour necrosis factor; IFN, interferon; VEGF, vascular endothe-
lial growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor; G-CSF, Granulocyte colony-stimulating factor; IL,
interleukin; HGF, Hepatocyte growth factor; PECAM, Platelet endothelial cell adhesion molecule. Significan-
ce: *, p= 0.05; **, p= 0.01; ***, p= 0.001 between healthy and COPD women or healthy and COPD men.



Table 3. Breath condensate measurements of different cytokines in COPD groups and healthy men

Healthy women COPD women COPD men
(n=7) (n=14) (n=16)
TNF-a, pg/ml 156 +8 175 £13 * 172 +15
TNF-B, pg/ml 108 16 17 £8 19 +12
IFN-g, pg/ml 618 +93 681 +164 712 £177
IL-1b, pg/ml 26 +18) 29 +13 36 10
IL-2, pg/ml 488 44 493 77 475 +57
IL-4, pg/ml 189 +10 206 16 * 205 +26
IL-5, pg/ml 15 =21 13 +28 122 £26
IL-6, pg/ml 23 =12 30 =3 31 %4
IL-8, pg/ml 79 =5 86 £8 * 795 *
IL-10, pg/ml 101 £15 128 £19 * 14 18 &p=00D
IL-12, pg/ml 79 +24 65 +31 57 £26
VEGF, pg/ml 447 £45 440 +79 431 £76

Data are presented as mean=SD. Abbreviations: pg, picogram; ml, milliliter; TNF: tumor necrosis factor;
IFN, interferon; IL, interleukin; VEGF, vascular endothelial growth factor. Significances: *, ps 0.05 between
healthy and COPD women or healthy and COPD men; *, ps 0.05 between COPD men and women.



Table 4. Serum measurements of calcium metabolism parameters.

Healthy women Healthy men COPD women COPD men
Adjusted calcium, 8805 8905 91+ 04 8.6+ 21
mg/dL 8 £0. 9=0. * Q. 6 £2;
Phosphate, mg/dL 3103 3204 3304 28+04"
Magnesium, mg/dL 1.9 +01 19+0.2 1.8 0.2 1.9 £ 01
25(0H) Vit D
A, ng/dL 241+93 179+36 121+£5.0* 14.3+6.2
A % - - 50 £ 15 28 £12*
PTH, pg/dL 42 £18 48 =14 44 =23 47 19

Data are presented as mean=SD. Abbreviations: 25(OH)D, 25-hydroxivitamin D; PTH, parathyroid hormone.
Significances: *, p< 0.05 between healthy and COPD women. *, p< 0.05; **, ps 0.01 between COPD men and women.

Table 5. Structural characteristics of the vastus lateralis muscle.

Healthy women Healthy men COPD women COPD men
Fibrilar phenotype
Type | Fibres, % 43 %12 411 30+M* 22+9**
Type |l Fibres, % 57 £12 59 £ 11 70+1* 78 £9**
CSA type | Fibres, um? 2678 + 619 3055 + 625 2457 + 885 2743 + 820
CSA type Il Fibres, pm? 1932 + 621 2784 + 758* 1777 + 504 2384 + 748*
Injury and repair signs
Abnormal muscle, % 21+0.8 17 +11 33+14* 33%16*
Internal nuclei, % 0.9+0.4 12+0.9 12+05 1.8+05*"
Inflammatory cells, % 11+0.6 0908 12+£07 17+0.8
Lipofucsin, % 0.04 £ 01 0.06 £ 0,1 0.06 = 01 01+0.1
Abnormal fibers, % 0.07+0.2 0.06 = 0.16 043+03* 0.24 £0.2
Necrotic fibers, % 0.04 = 0.06 0.06 £ 0.15 04504 * 0.23+0.2
pbnormal + Necrotic 012+ 02 016+03 | 085:06* | 04%03**

fibers, %

Data are presented as mean+SD. Abbreviations: CSA, cross sectional area. Significance: * p=< 0.05 between
healthy and COPD women or healthy and COPD men; *, ps 0.05 between COPD men and women.




Table 6. Transcriptome expression (in arbitrary units) of different factors of myogenesis and cytokines in
the vastus lateralis muscle.

Healthy women Healthy men COPD women COPD men
Pax7 1+0.5 07+0.5 1.2+0.6 06+06"
MyF5 1+05 07%0.5 1+ 0.6 06+03*
Myo-D 1+03 08%0.2 07%0.2 06+0.2
Miogenin 1£0.4 1.2+03 1.5+ 0.6 1.3+£0.9
MyHC3-emb 1+0.7 12+12 14 £1.4 1513
MyHC8-peri 1+07 14 £0.9 1311 11 0.8
M-Cadherin 1+ 04 11+£05 1.3+0.4 0.8+04*
NCAM 1+0.4 1.3+0.3 1.2+0.9 1.2+£07
CAV3 1+0.4 0905 09*04 08+0.4
ITGB 1£0.5 1£0.2 11+0.4 06+02*
TNF-a 1£0.4 11+0.4 0.8+ 0.4 0.7 0.7
TNF-a RI 1+0.6 1107 1707 09=+06"
TNF-a RII 1+0.3 0804 1106 1.2+0.6
IL-1B 1+0.5 0.8 0.4 07+0.5 07+0.8
IL-1B Receptor 1+0.4 1.3 0.7 1.3+ 0.6 1+06
IL-6 1+0.7 0608 1.3+12 1716
IL-6 Receptor 1+0.2 11+03 11+ 0.6 0.8+0.2
IGF-1 1+0.4 08+0.4 09*04 06+03*
IGF-1 Receptor 1+0.3 11£05 1.5+0.8 0.7 £0.4*

Data are presented as mean = SD. Abbreviations: Pax7, paired box protein Pax7; MyF5, myogenic factor
5; Myo-D, myogenic differentiation 1, MyHC-emb, embryonic myosin heavy chain; MyHC-peri, perinatal
myosin heavy chain; NCAM, neural cell adhesion molecule; CAV3, Caveolin 3; ITG f, integrin B; TNF,
tumor necrosis factor; R, receptor; IL interleukin; IGF-1, insulin-likegrowth factor 1. Significance: *, ps 0.05
differences between COPD men and women.



Table 7. Muscle measurements of different cytokines.

Healthy women Healthy men COPD women COPD men

TNF-a, pg/ml 16 +14 19 £14 181 17 16
IFN v, pg/ml 71+ 27 58 + 33 97 £ 68 94 + 83
IL-1b, pg/ml 1707 17+ 0.6 2111 24+ 09
IL-6, pg/ml 9.2 +3.4 19,5 £2,1 18,2 £21 18,5+ 24
IL-10, pg/ml 4.4 +3.0 - 5.0 £5 6.4 9.2
VEGF, pg/ml 60 =39 62 + 26 35+ 45 48 + 37
TNF-a RI, pg/ml 18+5 - 35+22* 42 %9

TNF-a RII, pg/ml 44 +19 - 175 139 ** 91+38*

Data are presented as mean+SD. Abbreviations: pg, picogram; ml, milliliter; TNF, tumor necrosis factor; IFN,
interferon; IL, interleukin; VEGF, vascular endothelial growth factor; R, receptor. Significance: * ps 0.05; **, ps
0.01 between healthy and COPD women or healthy and COPD men; *, p< 0.05 between COPD men and women.
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Figure: A: Correlation between Type Il fibers and BODE index. B: Inverse correlation between Type Il Fibers
and Oxygen saturation (SpO,) at the end of 6 minutes walking test (End-Sp0O2). C: Relationship between
type Il fibers and percentage of abnormal muscle. D: Correlation between percentage of abnormal muscle
and BODE index. E: Inverse correlation between percentage of abnormal muscle and End-SpO2. F: Inverse
correlation between physical activity measured by the metabolic equivalent (METs) and percentage of
abnormal muscle.






