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INTRODUCCION



1 INTRODUCCION

El pulmdn es el érgano encargado de realizar el intercambio gaseoso, obteniendo
oxigeno del aire y eliminando anhidrido carbdnico. Este proceso se denomina respiracion y
depende de la accion de diversos grupos musculares (misculos respiratorios).

La inspiracion es un proceso activo, que requiere que se produzca un gradiente de
presiones. Antes de iniciarse la inspiracion, la presion intrapleural es ligeramente negativa a
causa de la retraccion elastica pulmonar. La presion alveolar, en cambio, es de cero y no existe
flujo aéreo. Cuando la presion pleural se hace mas negativa, al contraerse los musculos
inspiratorios, esta negatividad se transmite a la presion alveolar, por lo que se establece un
gradiente de presidn con la atmdsfera que favorece el flujo aéreo (West 1987%; Schmidt 19932).

La espiracion se produce de manera pasiva durante la respiracion en reposo, debido a
las propiedades elasticas del pulmén y de la pared toracica. Sin embargo, se convierte en un
proceso activo durante el ejercicio y en sujetos con cargas ventilatorias aumentadas (p.e. en la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica o EPOC).

Durante la espiracidén disminuye la negatividad de la presién pleural, llegando a ser positiva la
presion alveolar y produciéndose la salida de aire. En la espiracion forzada, la presion
intrapleural asciende por encima de cero como consecuencia de la contraccion de los mdsculos
espiratorios y la alveolar es aln mas positiva lo que favorece ain mas la exhalacion (West

1987": Schimdt 19932).

El misculo inspiratorio mas importante, en reposo y en sujetos sanos, es el diafragma.
Al contraerse, el contenido abdominal se desplaza hacia abajo y adelante, aumentando el
diametro vertical de la caja toracica. Al mismo tiempo, los bordes de las costillas se levantan y
se desplazan hacia fuera, haciendo que también aumente el diametro tranversal.

Los musculos intercostales externos e intercostales paraesternales a su vez,
traccionan las costillas hacia arriba y adelante, incrementando los didmetros lateral y
anteroposterior del térax. Contribuyen al esfuerzo inspiratorio de forma progresiva, sobre todo

a medida que aumentan las cargas.



Los musculos accesorios de la inspiracion comprenden entre otros los escalenos,
que elevan las dos primeras costillas, los esternocleidomastoideos que elevan el esternén e
incluso, el dorsal ancho (Orozco 19953).

Los musculos espiratorios mas importantes son los de la pared abdominal (recto del
abdomen, oblicuos mayor y menor y tranverso), que al contraerse producen un aumento
de la presion abdominal y empujan el diafragma hacia arriba.

También los musculos intercostales internos participan en la espiracion activa,

traccionando las costillas hacia abajo y adentro, y reduciendo asi el volumen toracico.

2 ANATOMIA DE LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS

2.1 Miasculos inspiratorios

2.1.1 Diafragma

Las fibras musculares del diafragma se originan en la cara anterior de la columna lumbar
y contorno inferior de la caja toracica.
A nivel vertebral el diafragma se inserta en las tres primeras vértebras lumbares (diafragma
crural), donde los fasciculos musculares se organizan en cordones que se denominan pilares.
Dos de ellos se implantan en la cara anterior de los cuerpos vertebrales (pilares anteriores o
principales) y otros dos en las caras laterales (pilares laterales o secundarios). A nivel toracico
se fijan, por delante, en la base del apéndice xifoides (diafragma costal); y por detras, desde
la séptima a la duodécima costilla (Sobota 1974; Testut 1979°).
La inervacion del diafragma procede de los nervios frénicos, que se originan en la médula
cervical, y por algunas ramas procedentes de los Ultimos nervios intercostales. El diafragma
esta vascularizado por ramas de la arteria mamaria interna, ramas de la arteria mediastinica
posterior y de la diafragmatica inferior, lo que asegura un correcto aporte de oxigeno al

musculo, aln en situaciones extremas.



2.1.2 Intercostales externos

Los musculos intercostales externos se extienden desde la articulacion transversocostal
hasta la condrocostal y constituyen el plano mas superficial del espacio intercostal. Su irrigacion
procede de la arteria intercostal o sus ramas. Estan inervados por el nervio intercostal.

2.1.3 Intercostales paraesternales

Los intercostales paraesternales representan la porcion condroesternal de los
intercostales internos y se extienden desde el esternén hasta el angulo posterior de las costillas.
Estan inervados por ramas del nervio intercostal y su vascularizacién procede de ramas de la

arteria intercostal.

2.2 Musculos espiratorios

Los principales musculos espiratorios son, como se ha mencionado anteriormente, los de
la pared abdominal: recto del abdomen, oblicuos mayor y menor y transverso.

2.2.1 Musculo recto del abdomen

El recto del abdomen se inserta, en su porcion inferior, en el pubis. Al llegar al térax se
divide en tres lenglietas que se insertan en el borde inferior del cartilago de la quinta, sexta y
séptima costillas, ligamento costoxifoideo y apéndice xifoides. Esta irrigado por ramas de las
arterias epigastrica y mamaria interna e inervado por los seis Ultimos nervios intercostales y
ramas del plexo lumbar (nervio abdominogenital mayor).

2.2.2 Musculo oblicuo mayor

El oblicuo mayor es el musculo mas superficial del abdomen lateral. Se inserta, por
arriba, en el borde inferior de la séptima y octava costillas, y por abajo en la cresta iliaca, hueso
coxal y linea blanca.

Esta vascularizado por ramas de las arterias intercostales, lumbares, circunfleja e iliaca
profunda. Su inervacion procede de los nervios intercostales inferiores y ramas del plexo lumbar
(nervios abdominogenitales mayor y menor).

2.2.3 Musculo oblicuo menor

El oblicuo menor se sitia por debajo del anterior. Tiene sus inserciones, por arriba, en los

ultimos cartilagos costales y por abajo, en la espina iliaca anterosuperior y cresta iliaca. Su



vascularizaciéon procede de ramas de las arterias epigastrica y mamaria interna. Esta inervado
por los nervios intercostales inferiores y por las dos ramas abdominogenitales del plexo lumbar.

2.2.4 Musculo transverso del abdomen

El misculo transverso del abdomen se inserta en la porcidon cartilaginosa de las seis
Ultimas costillas, cresta iliaca y apdfisis transversas de la columna lumbar. Posee una
vascularizaciéon escasa que procede de ramas de las arterias mamaria interna, epigastrica y

circunfleja. Su inervacion es la misma que la del oblicuo menor (Testut 1979°).

3 ESTRUCTURA TISULAR, CELULAR Y MOLECULAR DEL MUSCULO

ESQUELETICO

El tejido muscular es un tejido que tiene la propiedad de contraerse, es decir, disminuir su
longitud en respuesta a un estimulo. El mecanismo de contraccion esta basado en la disposicion
de forma organizada de proteinas fibrilares en el citoplasma y enlazadas por pruentes
intermoleculares. La contraccion se produce por la reorganizacion de los puentes
intermoleculares con la utilizacién de energia quimica.

Existen tres tipos de tejido muscular:

- Muasculo esquelético. Es el responsable del movimiento y de la respiracién. Se
denomina a menudo musculo voluntario, porque puede tener un control voluntario
o consciente. La disposicion de las proteinas estructurales determina la aparicion de
estriaciones transversales de ahi el nombre de musculo estriado.

- Musculo liso. Constituye el componente contractil de estrucuturas como los vasos
sanguineos, tubo digestivo, Utero y vejiga urinaria. Estd sometido a control
autonomo y hormonal, por lo que se considera como musculo involuntario. La
disposicion de las proteinas no da lugar en este caso a la presencia de estriaciones,
por lo que se le da el nombre de “liso”.

- Musculo cardiaco. Tienen caracteristicas intermedias entre los dos anteriores y es
el responsable de la contraccion ritmica y continua del corazén. Su aspecto también

es estriado, aunque se puede distinguir facilmente del muisculo esquelético.
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El MUSCULO ESQUELETICO estd compuesto por unidades contractiles denominadas
fibras musculares, unidas unas a otras por tejido colageno. Su tamafio es variable, con un
didametro que puede oscilar entre 10 a 100 um y una extension de hasta 35 cm. Su membrana
plasmatica o sarcolema estd constituida por una estructura interna denominada
plasmalema y una mebrana externa o basal, ambas intimamente unidas. Cada fibra muscular
esta constituida por miofibrillas, estructuras alargadas y cilindricas que se disponen de forma

paralela unas a otras en el sarcoplasma (Burkitt 1993°).

Miofibrillas

Nucleo

Figura 1. Estructura de la fibra muscular esquelética

La contraccion esta controlada por fibras nerviosas, que se ramifican en el interior del
musculo para inervar a un grupo de fibras musculares, descritas como unidad motora. La
excitacion de un nervio motor origina una contraccion simultanea de todas las fibras musculares
correspondiente a la unidad motora.

Las células musculares individuales (fibras musculares) se agrupan en haces alargados
llamados fasciculos, con un tejido de soporte denominado endomisio que se situa en los
espacios entre las fibras musculares. Cada fasciculo estd rodeado a su vez por tejido conectivo
laxo denominado perimisio. Toda la masa muscular estd incluida en una densa vaina de
colageno denominada epimisio, atravesado por grandes vasos y nervios que se van

ramificando en el perimisio y endomisio por todo el musculo (Burkitt 1993°).

3.1 TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES

Clasicamente, a través de la simple observacidon macroscopica, se va a establecer la
existencia de dos tipos de fibras: rojas y blancas.
Las primeras son de menor tamafo y contienen abundantes mitocondrias, asi como una gran

cantidad de mioglobina, una molécula de almacenamiento de oxigeno andloga a la
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hemoglobina, lo que justifica el color rojo de estas fibras. Ademas poseen una rica
vascularizacion.

Las segundas son de mayor tamario en la seccidn transversal, contienen pocas mitocondrias y
relativamente poca hemoglobina; también tienen una vascularizacion relativamente pobre. Sin
embargo son ricas en glucdgeno y enzimas glicoliticas. Son de color blanco (Ross 19977).

Posteriormente con la introduccion de técnicas histoquimicas Dubowitz pudo
identificar los grados de actividad enzimatica que existen en los diferentes tipos de fibras,
estableciendo una primera distincion entre las fibras tipo I, de metabolismo
predominantemente oxidativo, y las tipo II o fundamentalmente glicoliticas. Técnicas
histoquimicas mas complejas, como la deteccion de la actividad de la ATPasa, han permitido
confirmar esta clasificacion. Se han diferenciado las fibras en dos tipos basicos, I y II, en
funcion de la actividad de su enzima ATPasa. Las fibras de tipo I muestran una escasa
actividad, frente a las de tipo II en las que esta actividad es mayor (Engel 19628). Al modificar
la alcalinidad del medio de incubacion, se pudo establecer una subdivision en las fibras de tipo
II: las denominadas fibras tipo IIa experimentan una reaccion débil frente a la ATPasa en
cualquier medio acido (pH 4.2, pH 4.6). Por el contrario, las de tipo IIb presentan una reaccion
fuerte en medio moderadamente acido (pH 4.6), que se debilita al aumentar la acidez (pH 4.3)
(Brooke 1969°). A partir de los estudios realizados en un modelo animal (musculo de rata),
actualmente se conoce un tercer tipo de fibras tipo II, el tipo IIc, que mantiene una reaccion
fuerte incluso en medios muy acidos.

En base a los estudios de funcién contractil también se han podido clasificar las fibras
musculares en dos grandes grupos: fibras de contraccion rapida (fast-twich o FT) y
fibras de contraccion lenta (s/ow-twich o ST).

Las fibras de contraccion lenta poseen un velocidad de contraccion entre 50-80 m/seg y son
facilmente estimulables; mientras que las rapidas se estimulan con mayor dificultad, pero
poseen velocidades de conduccion superiores, entre 70-110 m/seg.

Cuando se aplica un estimulo a una fibra de contraccion rapida se observan dos tipos de

respuesta: unas son relativamente resistentes a la fatiga mientras que otras la desarrollan
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facilmente (Burke 1973%). En las fibras lentas, sin embargo, el estimulo repetido de baja
frecuencia no provoca la aparicion de fatiga.

Ademas existe una clasificacion de las fibras atendiendo a las moléculas contractiles que
expresan predominantemente. Esta clasificacién, basada en las isoformas de miosina, es

complementaria de las aqui expuestas y se detalla mas adelante.

Actualmente y combinando los diferentes conocimientos estructurales, metabolicos y

funcionales, se considera que existen tres tipos de fibras:

- Fibras tipo I, de metabolismo predominantemente oxidativo o aerdbico. Se
caracterizan por una oxidacién lenta de la glucosa y una mayor resistencia a la
fatiga. Son fibras de contraccion lenta y se corresponden con las fibras rojas. Su

actividad ATPasa es baja.

- Fibras tipo IIa. Tienen un metabolismo intermedio entre las oxidativas y las
glicoliticas; presentan una glicdlisis oxidativa rapida y su fatigabilidad es intermedia.
Son fibras de contraccion rapida y pertenecen al grupo de fibras rojas. Poseen
actividad ATPasa a pH alcalino y en menor grado actividades NADH-TR
(nicotinamida adenosina dinucledtido tetrazolio-reductasa) y SDH (succinato

dehidrogenasa).

- Fibras tipo IIb 6 IIx, glicoliticas o anaerdbicas. Tienen una glicdlisis rapida y son
sensibles a la fatiga. Son fibras de contraccion rapida y potente. Anatdmicamente
se corresponden con las fibras blancas. Poseen actividad ATPasa a pH alcalino y

moderadamente acido; y en menor grado, actividades NADH-TR y SDH.
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Figura 2. Seccion tranversal de un musculo esquelético. Técnica de ATPasa (Imagen propia).

3.1.1 TIPOS CELULARES EN LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS Y DE LAS

EXTREMIDADES

El diafragma de individuos sanos contiene aproximadamente un 80% de fibras
resistentes a la fatiga (55% tipo I, 25% tipo IIa) muy superior al de los musculos de las
extremidades donde este porcentaje es s6lo del 40% (Rochester 1985'!; Sauleda 1994'; Pastd
1998%). Ademas, el contenido mitocondrial es también mayor en el diafragma que en el mismo
tipo de fibra de los musculos de las extremidades (Edwards 1986'%). Otros musculos
respiratorios tienen proporciones diferentes de fibras tipo I: intercostales externos(46-66%)
(Aguar 1995"), escalenos (60-65%), abdominales (30-60%) (Barreiro 1999'°) y dorsal ancho
(44-48%) (Sauleda 1994'%; Orozco 1995).

El tipo de fibra determina el espectro de posibles respuestas contractiles. Asi los mdsculos con
altas proporciones de fibras tipo I estan mejor equipados para esfuerzos sostenidos de baja
intensidad, mientras que aquellos con predominancia de fibras tipo II son Optimas para
desarrollar trabajo de velocidad y alta potencia pero corta duracion.

En los musculos respiratorios se combinan las dos propiedades, permitiendo la resistencia a la
fatiga necesaria para la movilizacion del volumen corriente durante toda la vida, asi como
ejecutar actividades de alta demanda, como el ejercicio, suspirar o toser. La proporcion de cada
tipo de fibras en un musculo es dinamica y puede cambiar en respuesta a varios factores, como
la edad, el estado nutricional proteico-caldrico, el entrenamiento y la sobrecarga ventilatoria

crénica (Epstein 199418%; Levine 1997%°).

14



En los pacientes con EPOC considerados de forma global, el porcentaje de fibras
resistentes a la fatiga en el diafragma parece similar al de los individuos sanos (53% tipo I,
47% tipo II). Sin embargo tanto el diametro global como el de las fibras tipo I parece
ligeramente inferior (Pastd 1998'%). Sin embargo, el porcentaje de las fibras tipo I se
correlaciona de forma directa con el grado de atrapamiento aéreo. Asi pacientes con alteracion
ventilatoria mas grave, si muestran un aumento significativo de la proporcién de fibras tipo I
(Levine 1997%%). A su vez, el tamafio global de las fibras se correlaciona inversamente con el
grado de obstruccion. Asimismo el tamano de las fibras tipo I se correlaciona inversamente con
los volimenes pulmonares estaticos y el de las tipo II con el grado de obstruccion (Pastd
1998%).

En el mdsculo intercostal externo de pacientes con EPOC, el porcentaje de fibras de tipo I
es menor (entre 41 y 56% segun autores); llegando a predominar las fibras de tipo II (44-
60%), y entre ellas las Ila (31-43%). El tamafio fibrilar es normal (Aguar 1995'). En los
musculos periféricos (cuadriceps) también predominan las fibras de tipo II (52-72%), y
dentro de ellas las IIa (31-53%) (Aguar 1995'). Ademas el porcentaje de fibras de tipo II es
superior al de individuos sanos con actividades fisicas habituales. En el deltoides de los
pacientes con EPOC, el porcentaje fibrilar es similar para las fibras tipo I y tipo II (44-56%).
Este porcentaje se correlaciona de forma directa con los volimenes pulmonares estaticos, en
forma similar a lo observado en el diafragma. El tamafo fibrilar es normal y no se correlaciona
con los volimenes pulmonares aunque si con la fuerza de las extremidades superiores (Pastd

1998%3).

3.2 ULTRAESTRUCTURA DE LA FIBRA MUSCULAR ESQUELETICA

Cada miofibrilla posee estriaciones transversas que se corresponden con las bandas
visibles en microscopia Optica. Las bandas denominadas Z son mas densas y dividen a cada una
de las miofibrillas en unidades contractiles denominadas sarcémeras, que se repiten cada 2,3
um a lo largo del eje de la fibrilla.

La banda oscura A esta dividida en dos por la banda H (mas clara), que a su vez esta dividida

por otra banda mas densa M (banda medial).
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Independientemente del grado de contraccién de la fibra muscular la banda A mantiene
constante su anchura, lo que significa que los filamentos gruesos no cambian de tamafio.
Asimismo la distancia entre la linea Z y el borde adyacente de la zona H también es constante,
lo que indica que los filamentos finos tampoco cambian de tamano. Sin embargo, las bandas I
y H se acortan durante la contraccién y las bandas Z se aproximan unas a otras. Esto se explica

por el deslizamiento de los filamentos.

banda A banda | banda A
“— > > —>
zona H zona H
z <+ > z <+« »> z

Filamento delgado .\ o grueso

Figura 3a. Esquema de la sarcomera

La sarcomera esta formado por dos tipos de miofilamentos: filamentos gruesos con
un didmetro de unos 15 nm, estan formados principalmente por moléculas de miosina, que se
mantienen en posicion gracias a sus uniones a una zona en forma de disco representada por la
zona M; vy filamentos finos, con un didmetro de 9 nm, compuestos principalmente por la
proteina actina, aunque también contienen tropomiosina y el complejo de troponina y que
estan anclados a una zona en forma de disco representada por la linea Z. Las bandas I y H,
ambas de baja electrodensidad, representan areas en donde los filamentos gruesos y finos no
se solapan unos con otros. Cada filamento delgado tiene como vecinos tres filamentos gruesos
y cada filamento grueso esta rodeado a su vez por seis filamentos delgados. Cuando la fibra
muscular presenta su longitud de reposo, la longitud de la sarcémera es aproximadamente de

230 pm (McComas 19962°).
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Figura 3b. Detalle de la disposicion de los filamentos en la sarcomera.

La teoria del deslizamiento propone que mediante el uso de energia proporcionada

por el ATP, los filamentos finos se deslizan sobre los gruesos, causando asi el acortamiento

de la sarcomera.

Para que se produzca la contraccion sincronica de todas las sarcomeras existe un sistema de

tubulos, el sistema T, que penetra transversalmente en la célula muscular y rodea a cada

miofibrilla en la zona de unidn de las bandas A e I. Entre los tubulos hay un segundo sistema

de membranas, el reticulo sarcoplasmico, que forma una red membranosa englobando a

cada miofibrilla. A ambos lados de cada tubulo T, el reticulo sarcoplasmico muestra una

disposicion en forma de cisternas planas. Cada par de cisternas terminales con un tibulo T

forma una triada, cerca de la unién de las bandas I y A de cada sarcomera.

Banda Banda Reticulo
BandaA | Z Sarcoplasmico

Plasmalema __ — \iofibrilla

|

Figura 4. Esquema del sistema de conduccion del estimulo contractil (Extraido de Burkitt)
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En la luz del reticulo sarcoplasmico se concentran iones de calcio. La despolarizacion del
sarcolema de la fibra muscular se extiende rapidamente por todo el sarcoplasma a través del
sistema de t(bulos T. Esto estimula la liberacion de iones de calcio desde el reticulo
sarcoplasmico hacia el sarcoplasma que rodea a los miofilamentos. Los iones de calcio activan
el mecanismo de deslizamiento de los filamentos, provocando la contraccion muscular (Burkitt

1993°%).

Proteinas sensitivas al
voltaje

Membrana de \

los tubulos T + +
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Membrana del K !
reticulo 005 56 500 o
sarcoplasmico Canalde CaZ Pgo
[+
©0%co0o00?®

Figura 5. Despolarizacion de la membrana de los tdbulos T, con apertura de los canales de Ca**

(extraido de Alberts).

Las mitocondrias son los organelos energéticos de la célula, dado que tienen un alto
contenido en enzimas que catalizan la oxidacién de los elementos nutritivos, transformandolos
en anhidrido carbénico y agua (Lehninger 1986%!). Se disponen de forma longitudinal entre las
miofibrillas. Las mitocondrias estan constituidas por una matriz celular y dos membranas, una
interna y otra externa. La primera de éstas forma unas invaginaciones en forma de cresta y
funcionalmente contiene la cadena de transporte electronico, los enzimas que sintetizan el ATP
(adenosina trifosfato) y la SDH. A su vez la matriz contiene la mayor parte de los enzimas del
ciclo del acido citrico (ciclo de Krebs), el sistema de la deshidrogenasa del piruvato, el sistema

oxidativo de los acidos grasos y muchos otros.
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Figura 6. Mitocondrias (Extraido de Orozco-Levi 1995)

3.3 ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA FIBRA MUSCULAR ESQUELETICA

Son tres las principales estructuras proteicas implicadas en el sistema contractil del
musculo esquelético: miosina, actina y troponina.
Como ya se ha mencionado, las moléculas ensambladas de miosina forman los filamentos
gruesos Yy las moléculas de actina los filamentos finos de la unidad contractil.
3.3.1 Miosina

Las miosinas forman parte de una gran familia de proteinas conocidas como “motores”

moleculares. Utilizan los filamentos de actina como puntos de anclaje para el movimiento. Por
ello se definen también como motores “dependientes de la actina”.
Se distinguen dos tipos de miosinas: filamentosas o de tipo II y no filamentosas o de
tipo I. Las tipo II se pueden clasificar a su vez en miosinas citoplasmaticas y musculares
(Endow, Titus 1992%2).
Hay una serie de hallazgos comunes a toda miosina: una cabeza con funcién motora y una cola
de estructura variable que puede presentar puntos de anclaje para estructuras membranosas o
filamentos de actina.

La miosina estd constituida por dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Es, por
tanto, una molécula muy larga, cilindrica, con una cola formada por dos polipéptidos o-

helicoidales (cadenas pesadas, myosin heavy chains o MyHC, de 220 kd) y una cabeza o

porcion globular con actividad enzimatica (catalizar la hidrdlisis del ATP). Esta porcion globular
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estd constituida por los dos extremos aminoterminales de las cadenas pesadas de la cola y por
cuatro cadenas ligeras (myosin light chains o MyLH, de 20 kd) plegadas en una
conformacion globular (Lehninger 19862, Schiaffino 1994%%). El peso molecular de la miosina es
de 450 kd y tiene una longitud de 160 nm. Las cadenas pesadas estan constituidas por una
cadena de aproximadamente 2000 aminoacidos y las ligeras por una cadena de unos 180

aminoacidos (Alberts 1994%%).

C-terminal @

—————— Cola

Figura 7. Esquema de las dos tipos de cadenas presentes en la molécula de miosina (Extraido

de Mathews).

Todas las miosinas se caracterizan por criterios bioquimicos (una Mg ATPasa activada
por la actina) o de composicion aminoacida, con homologias en la secuencia de éstos a nivel de
la regién motora.

La velocidad de contraccién de un musculo se relaciona directamente con la actividad especifica
de su miosina-ATPasa y sobre todo con la composicion de sus MyHC. Los dos tipos de cadenas,
pesadas vy ligeras, conforman mlltiples isoformas rapidas y lentas distribuidas en los diversos
tipos de fibras, participando de esta manera en la velocidad de contraccién muscular (Schiaffino
1994?%), Las cadenas pesadas son las mayores determinantes de esta propiedad, mientras que
las ligeras modulan el resultado final.

Desde el punto de vista genético, las cadenas pesadas dependen de diverso genes
localizados en dos clusters, cada uno de los cuales codifica una isoforma diferente. El gen de la

isoforma lenta de la cadena pesada (MyHC-I) estd ubicado tanto en los seres humanos como
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en las ratas en el cromosoma 14. El resto de genes para las restantes isoformas (que incluyen
las dos isoformas rapidas de la cadena pesada adulta IIa y IIX y las isoformas fetales y
perinatales) se encuentran agrupados en el brazo corto del cromosoma 17 en humanos y en
el cromososma 11 en ratas (Leinwand 1983%°, Weydert 1985%). Los seres humanos no
expresan MyHC-IIb (Goldspink 1997%), al contrario de los roedores y otros mamiferos de
pequefio tamano. Esto hace que sea apropiado comenzar a denominar a las fibras IIb como IIx,
ya que ésta es en realidad la MyHC que expresan (ver mas adelante).

Los genes de las cadenas ligeras se encuentran dispersos en diferentes cromosomas.

Cada cadena ligera de miosina es codificada por un gen diferente (Barton y Buckingham 1985%,
Cohen-Haguenauer 1989%), con excepcion de las isoformas MyLC1 y MyLC3, que se originan en
un solo gen (Schiaffino 1994%).
La primera clasificacion de las fibras en lentas o de tipo I y rapidas o de tipo II, subclasificadas
a su vez en Ila y IIb, se basa, como ya se ha sefialado, en una técnica histoquimica: la reaccién
de la ATPasa. Posteriormente se confirmd esta clasificacion por técnicas de inmunohistoquimica,
utilizando Ac especificos contra la cadena pesada de la miosina (Pieroboron 1980, Kholer
1975%) permite su deteccién por medio de Ac momoclonales.

En estudios animales con diafragma de rata y empleando un Ac monoclonal para la
cadena pesada de la miosina, se pueden identificar tres tipos de fibras diferentes: I, Ila y IIb
(Gurtej 1986, Schiaffino 1986, 1989** y Gorza 1990°°). Sin embargo, y también en musculo
esquelético de rata y empleando diversos Ac monoclonales contra la cadena pesada de miosina,
se ha identificado un tipo adicional de fibras tipo II, las IIx. Estas ultimas no son facilmente
distinguibles de las IIa y IIb por las tinciones habituales de ATPasa.

La evidencia definitiva de que la MyHC-IIx es una proteina diferente se ha podido confirmar con
el aislamiento del cADN (ADN complementario), correspondiente a su ARN mensajero (De Nardi

1993%).
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Figura 8. Ac monoclonales frente a MyCH-I y MyCH-II (imagen propia).

Las fibras tipo IIx son relativamente ricas en enzimas oxidativos (Schiaffino 1989*%) y
algo mas resistentes a la fatiga (Larsson 1991%) que las IIb. Son fibras intermedias entre las
Ila y IIb tanto en cuanto a la actividad oxidativa (Schiaffino 1986*,1989*%), como en la
resistencia a la fatiga (Larsson 1991%) y velocidad maxima de acortamiento (Bottinelli 1991°%).
A nivel del musculo esquelético humano se ha encontrado un cADN MyHC (concocido como
pSMHCA) que presenta una elevada homologia con el correspondiente a la MyHC-IIx de rata y
una baja homologia con el correspondiente a la MyHC-IIb de la misma especie (Smerdu
1994°). El mismo autor ha demostrado que las fibras esqueléticas humanas tipo IIb contienen
una MyHC similar a la de las fibras tipo IIx de las ratas. Estudios cuantitativos de actividad
ATPasa han mostrado que las fibras humanas tipo IIx muestran una actividad enzimatica
comparable a las de tipo IIx en ratas (Goldspink 1997%).

A partir de todo esto, se establece que en el musculo esquelético humano los transcriptores de
ARNm de la forma lenta de miosina o MyHC-I y de la forma rapida o MyHC-IIa y MyHC-IIx
definen los grandes grupos de fibras musculares “puras”, o que expresan un solo ARNm para la
MyHC. Por otra parte hay dos grandes grupos de fibras “mixtas”, que coexpresan

respectivamente, MyHC-Iy Ila, y MyHC-IIa y IIx (Smerdu 1994%; Past6 1998").
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Los mecanismos que regulan la expresién de los genes codificadores de las diferentes

isoformas de la MyHC no son del todo conocidos. Se cree que la expresion esta regulada por
sefiales de tipo mecanico, ya que se ha observado que tanto la actividad contractil como la
estimulacion eléctrica repetida provocan la inhibicion de los genes codificadores de las formas
rapidas y la activacion de los genes codificadores de las formas lentas (Goldspink 1991*, Gea
1997*!). Parece ser que los genes para las formas rapidas de la MyHC se expresarian por
defecto, mientras que los genes para las formas lentas lo harian como respuesta a los cambios
de carga. En estudios realizados en perros se observé que la respiracion con una resistencia
inspiratoria moderada durante un corto periodo de tiempo inducia la sobreexpresion del gen de
la forma lenta de miosina (MyHC-I) en los musculos respiratorios (Gea 2000%*). Cambios
similares se producirian incluso después de periodos extremadamente cortos de estimulacion
(Goldspink 1991%%). No se conoce todavia la duracion ni la magnitud minima del estimulo
necesarias para provocar un cambio en la expresion de las diferentes isoformas de MyHC. En
seres humanos se ha visto que el entrenamiento también es capaz de inducir incrementos en la
expresion de la isoforma lenta de miosina, expresado como aumento en la proporcion de fibras
de tipo I (Ramirez 2002*).
En definitiva, el mdsculo esquelético puede expresar diferentes formas de miosina que vendran
determinadas por su composicién en cadenas pesadas y ligeras. Estas isoformas dependen de
una familia multigénica y su expresion fenotipica estara influenciada por fendmenos de diversa
indole (hormonales, patrones de inervacion y actividad fisica).

Modificando su composicion de cadenas pesadas el muisculo puede cambiar sus
propiedades contractiles, ya que el lugar de actuacion de la ATPasa se encuentra en la cabeza
de las cadenas pesadas (Goldspink 1992*"). De este modo se puede hablar de cadenas pesadas
de actividad rapida y lenta “para la ATPasa”, existiendo una correlacion entre la velocidad de
contraccioén intrinseca de un musculo y su contenido relativo en cadenas pesadas lenta y rapida
de miosina.

3.3.2 Actina
La actina es una proteina del citoesqueleto presente en todas las células eucariotas y

constituida por un solo péptido de 375 aminoacidos (Darnell 1990*, Alberts 1994%%). La mayor
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parte de movimientos celulares dependen de estructuras |abiles constituidas por los filamentos
de actina.

La molécula de actina se puede presentar de dos formas: actina globular o actina G, y
actina fibrilar o actina F. Esta ltima no es mas que una suma de estructuras de actina G que se
asocian para formar un filamento helicoidal.

Un filamento de actina es una estructura con dos extremos estructuralmente diferentes: un
extremo inerte o de crecimiento lento (slow-growing) conocido como el minus endy el extremo
de crecimiento rapido (faster-growing) o plus end. Cuando los dos filamentos F de actina se

enrrollan entre si se obtiene un estructura “en corddn”, que corresponde al filamento delgado.

ACTINA

Figura 9. Filamentos de actina (Extraido de Mathews)

En cuanto a la funcion del filamento de actina, se sabe que existen una serie de puntos
de anclaje para diferentes proteinas que le atribuyen una serie de funciones diferentes como la
generacién de movimiento, la adhesion a la membrana de la célula, etc.

3.3.3 Tropomiosina

Es un dimero formado por dos cadenas a-helicoidales idénticas y enrolladas, que se une
a la hélice de actina estabilizandola (Lehninger 1986%, Alberts 1994%%). Este anclaje permite
incrementar el espacio de la actina para su interaccion con la miosina, fendmeno que se
denomina /nteraccion cooperativa.

Desde el punto de vista funcional la tropomiosina y, como se vera mas adelante, la
troponina, son proteinas accesorias que estan ancladas a lo largo de la hélice de actina y se

hallan involucradas en la regulacion del ién calcio (Alberts 1994%%).
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3.3.4 Troponina

Es un complejo constituido por tres polipéptidos: la troponina T (que posee un punto de
anclaje para la tropomiosina), la troponina I (o /nhibitoria, que se une a la actina) y la troponina
C (o reguladora de la actividad del calcio). Las subunidades C e I forman la regién globular de
la cabeza, y la subunidad T la cola. Esta Ultima se une a la tropomiosina y parece ser la
responsable de la colocacion de este complejo a lo largo de los filamentos delgados. La
troponina I se adhiere a la actina, y cuando se une a la troponina T y a la tropomiosina inhibe
la interaccidn de actina y miosina a pesar de la presencia de calcio (Alberts 1994%%).

La troponina C, el componente del complejo sensible al calcio, consta de dos “dominios”: uno
aminoterminal y otro carboxiterminal. Un dominio esta formado por cadenas polipéptidicas que
se doblan formando dos 0 mas regiones compactas, a veces unidas por un segmento de cadena
polipeptidica flexible, y suele tener un contenido de 100 a 400 aminoacidos. Son codificados por
partes diferenciadas de los genes conocidas como exones (Stryer 1995%). Cada uno de los
dominios contiene dos centros de unidn para el calcio. Los dos centros del dominio
carboxiterminal tienen una elevada afinidad por este idn, afinidad que es baja en el dominio
aminoterminal (Herzberg 1985").

En el masculo en reposo los centros de alta afinidad de la troponina estan ocupados por calcio,
pero los de baja afinidad estan vacios. El calcio ocupa los centros de baja afinidad al ser
liberado por el reticulo sarcoplasmico, con lo que cambia la conformacion del dominio
aminoterminal y se hace semejante al carboxiterminal. Este cambio en la troponina C se
transmite a los otros componentes del complejo de la troponina y después a la tropomiosina. La
troponina T controlaria ademas la posicion de la tropomiosina sobre el filamento delgado, cerca

de la interfase entre la actina y la miosina (Stryer 1995%).
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Tropomiosina

TnC = COMPLEJO DE
Tnl = TROPONINA

Figura 10. Complejo de troponina (Tomado de Stryer)

Estudios estructurales sugieren que en reposo, cuando la concentracion de calcio es baja,
el encadenamiento de la troponina I a la actina desplaza las moléculas de tropomiosina a la
posicién ocupada durante la contraccion por la cabezas de miosina. Esto inhibe, por tanto, la
interaccion entre actina y miosina. Cuando aumentan los niveles de calcio en el citoplasma, la
troponina C facilita la separacién entre troponina I y actina permitiendo la unién de las cabezas
de miosina con los filamentos de actina.

Podriamos decir pues, que la troponina es una proteina reguladora compleja, localizada a lo

I\\

largo de los filamentos de actina y que actla como una seiial “iniciadora” cuando se une al
calcio.

3.3.5 Otras moléculas de interés

Existen otras proteinas accesorias que contribuyen a la estructura de una miofibrilla. Una
de ellas es la a-actinina, localizada a nivel de la region Z y que contribuye a la union de los
filamentos de actina a nivel de sus extremos p/us end.

La titina es un polipéptido que se extiende desde el filamento delgado hasta la region Z.

La nebulina se asocia con los filamentos delgados y consiste en una secuencia repetida de 35
aminoacidos con capacidad de anclaje a la actina (Alberts 1994%%).

Las miofibrillas se unen unas a otras mediante filamentos de desmina. A su vez, todo el
complejo miofribrilar se une a la membrana basal a través de diversas proteinas una de las
cuales es la distrofina, que se mantiene anclada a la actina.

La proteina C es una proteina accesoria que forma parte del filamento grueso (Oakley 1980%),

uniéndose al subfragmento de miosina. Su funcion es doble: por un lado se une a la titina
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permitiendo mantener la integridad estructural, y por otro puede modificar la actividad de la

ATPasa y por tanto, la velocidad de estiramiento del misculo (Offer 1973*°, Yamamoto 1983°°).

27



4 FUNCION DE LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS Y PERIFERICOS

4.1 PROPIEDADES FUNCIONALES DEL MUSCULO ESQUELETICO

La funcion contracti de los musculos esqueléticos tiene dos caracteristicas
fundamentales: la fuerza, que depende sobre todo del nimero de unidades contractiles,
tamafio de las fibras (ambas condicionantes de la masa muscular) y el tipo de miosina
predominante; y la resistencia, que depende de factores como la densidad de capilares y
mitocondrias y la capacidad enzimatica oxidativa, en parte ligada al tipo de miosina. El
incremento de la fuerza de contraccion se produce, como se ha dicho anteriormente, por mayor
reclutamiento de unidades motoras (contraccion de baja intensidad) y/o aumento de la tasa de
activacion de unidades individuales (contraccion de alta intensidad). Ademas de esto, la funcion
contractil se ve modificada también por la longitud en reposo del musculo, densidad fibrilar,
frecuencia del estimulo eléctrico, velocidad de contraccién, disposicion mecanica y conjuncién
molecular.

4.1.1 Propiedades funcionales de los miisculos respiratorios

Los musculos respiratorios, como todos los del organismo, se evalGan teniendo en cuenta
sus propiedades de fuerza y resistencia. Otras propiedades a tener en cuenta son: potencia
(definida por el producto del trabajo por el tiempo) y coordinacién. Esta tltima caracteristica
es muy dificil de evaluar.

La fuerza se define como la tensién (o trabajo) maximos que un musculo puede generar
en contraccion maxima. En el caso de los musculos respiratorios seria la presion generada en
una inspiracién o espiracion forzada maxima. Generalmente se evalla durante contracciones
tanto isométricas como anisométricas que, desde el punto de vista metabdlico, son tipicamente
anaerdbicas (corta duracion y alta intensidad).

Los principales determinantes de la fuerza de los musculos respiratorios son la edad, el sexo, la
masa muscular, las caracteristicas mecanicas de los propios musculos (sobre todo, relaciones
longitud-fuerza y fuerza-frecuencia) y sus propiedades celulares y metabdlicas (Report of the

Respiratory Muscle Fatigue Workshop Group 1990°%).
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Entre las relaciones fisicas citadas, cabe destacar:

La relacion longitud-tension. se basa en la existencia de una longitud para la cual la

contraccién muscular es éptima (Lo) (Bellemare 1987%2, Humbayr 1989°%, Gea 1995%,
Pastd 1997°°). Por encima o por debajo de este valor la contraccién se ve alterada. La
longitud de los musculos respiratorios depende del volumen pulmonar. En el caso del
diafragma, se considera que su longitud optima es la que se obtiene después de una
espiracion normal, estando proxima al volumen residual (RV). Cuando existe
hiperinsuflacién y atrapamiento aéreo se produce un aumento del radio de curvatura
del diafragma, que tiende al aplanamiento, con lo que se reduce la longitud y por tanto

su capacidad contractil.

100

FUERZA sor=
(%max)

0 | } |
so 75 100 125

LONGITUD MUSCULAR
(% longitud 6ptima de reposo)

Figura 11. Relacion longitud-tensién en el masculo respiratorio. Lo longitud éptima.

- La relacién fuerza-velocidad: establece que para una determinada longitud del

musculo, la maxima fuerza contractii generada depende de la velocidad de
contraccidn. Para un tipo de fibras en concreto, existe una relacion inversa entre la
fuerza desarrollada y la velocidad de contraccion. Esto no debe confundirse con las
propiedades diferenciales de los distintos tipos de fibras. Asi las de contraccidn
rapida (tipo II) son las mas potentes (desarrollan mas fuerza), mientras que las de

contraccién lenta (tipo I) son mas débiles, pero resisten mejor la fatiga.
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Figura 12. Relacion fuerza-velocidad en el musculo respiratorio

- La relacién fuerza-frecuencia: determina la capacidad muscular de incrementar la

fuerza desarrollada a partir de pequenas variaciones en la frecuencia del estimulo
eléctrico. La fuerza maxima es desencadenada por frecuencias elevadas y sdlo
puede mantenerse unos segundos. La curva fuerza-frecuencia se desplaza hacia la

derecha durante la hiperinsuflacion pulmonar aguda y con la fatiga muscular.

MUSCULO
FATIGADO
100 = HFF

75 -

MUSCULO
FUERZA S0~ NO FATIGADO
(% max)

25 =

o] ] 1 ¥ 5

0 25 so 75 100

FRECUENCIA DE ESTIMULACION (Hz)

Figura 13. Relacion fuerza-frecuencia en el musculo respiratorio

La resistencia puede definirse como el tiempo durante el cual el misculo puede generar
una tension (o trabajo) de determinada magnitud antes de fracasar mecanicamente. Se evalla
mediante maniobras dindmicas sostenidas durante periodos determinados. Desde el punto de
vista metabdlico son maniobras mixtas o predominantemente aerdbicas (submaximas y

sostenidas), segun el caso.
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Los principales determinantes de la resistencia muscular son: el tipo de fibras (Report of the
Respiratory Muscle Fatigue Workshop Group 1990°!), relacionado con su composicion en
isoformas de miosina (Schiaffino 1994%%), la integridad del aparato contractil, el aporte
sanguineo (Supinski 1988%), la fuerza y duracién de la contraccién y la velocidad de
estiramento.

La fatiga muscular es una condicion fisiolégica en la cual disminuyen la fuerza y/o la
velocidad contractil ante una carga determinada. Es caracteristicamente reversible con el
reposo (Report of the Respiratory Muscle Fatigue Workshop Group 1990°). En el caso de los
musculos respiratorios, se trata de la incapacidad del sistema para seguir generando la presion
requerida para mantener una ventilacién adecuada (Roussos 1982°7).

Es importante diferenciar la fatiga de la debilidad muscular. Esta Ultima se define
como la incapacidad permanente (no reversible con el reposo) del mdsculo para realizar un
determinado trabajo contractil (Report of the Respiratory Muscle Fatigue Workshop Group
1990°1).

La fatiga de los musculos respiratorios no suele ocurrir en sujetos sanos, salvo en condiciones
especiales (p.e. carrera de maratdn, sobrecarga ventilatoria o estimulacion frénica repetida).
Sin embargo, puede aparecer en sujetos con EPOC o patologias neuromusculares, precipitando
la aparicion de insuficiencia ventilatoria (Macklem 1977°8), o el fracaso en la desconexion a la
ventilacién mecénica (Cohen 1982°°).

Los principales determinantes de la fatiga muscular son: la fuerza generada en cada
contraccién, la fuerza maxima del musculo, el patrdon ventilatorio, el trabajo respiratorio, el
aporte de oxigeno y nutrientes, la tasa de extraccion de productos metabodlicos, las reservas
energéticas del musculo y la eficiencia de la contraccién muscular (Report of the Respiratory

Muscle Fatigue Workshop Group 1990°%).
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4.2 EVALUACION FUNCIONAL

4.2.1 Evaluacion de la fuerza muscular respiratoria

La fuerza de los musculos respiratorios se evalla con maniobras respiratorias maximas. Hay
dos grandes grupos de técnicas, clasificadas en funcion de la maniobra que se ejecute. En
primer lugar, las maniobras estaticas, denominadas asi porque no se acompanan de flujo
aéreo. Permiten evaluar los musculos respiratorios durante una contraccion isométrica (sin
cambios en la longitud del musculo, pero con aumento en la tensidon-presién generada). En
segundo lugar, las maniobras dinamicas durante las cuales la contraccién muscular se

acompana de flujo aéreo y acortamiento muscular concéntrico.

A continuacion se describen con mas detalle estas maniobras:
a) Maniobras respiratorias estaticas

a.1) Presiones inspiratorias y espiratorias estaticas maximas:

Se obtienen determinando las presiones maximas con oclusién simultdnea de la via
aérea: maniobra de Miiller (para los musculos inspiratorios) y maniobra de Valsalva (para los
musculos espiratorios). Habitualmente se miden en boca, aunque también se pueden utilizar
medidas de presion intratoracica.

La ejecucion de estas maniobras implica una contraccion muscular a isovolumen (isométrico),

durante la cual se mide el cambio maximo de presién (Black y Hyatt 1969%°).

La presion inspiratoria maxima en boca (PI,m.:) se evalla a partir de un esfuerzo,
generalmente precedido por una espiracion maxima, es decir desde volumen residual (RV),
aunque también puede realizarse desde capacidad residual funcional (FRC).

La presiéon espiratoria maxima (PE,mus) se evalla generalmente tras una inspiracion
maxima, es decir desde capacidad pulmonar total (TLC). Al igual que la PI,myay, también se
puede realizar desde FRC.

La ventaja de estas pruebas es que, medidas en boca, no son invasivas, son sencillas de
realizar, cuentan con la posibilidad de utilizar mandmetros comercializados y ya existen valores

de referencia bien establecidos, calculados en base a variables antropométricas (Blach y Hyatt
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1969%°, Morales 1997°%') o demograficas (Wilson 1984%). Sin embargo se discute su valor como
maniobras suficientemente reproducibles, teniendo en cuenta los fendmenos de colaboracion y
el aprendizaje de la maniobra por parte del individuo (Fiz 1989%%). Ademas, no discrimina entre
los diferentes musculos (p.e. diafragma frente a mdsculos accesorios) y pueden verse
interferidas por la contraccion de musculos no respiratorios (p.e. bucinadores). Con el objeto de
disminuir la variabilidad individual se ha propuesto repetir las maniobras varias veces (5-6),
hasta obtener valores de presion que no difieran mas de un 5%. Sin embargo, esto presenta
problemas de aparicién de cierto grado de fatiga, sobre todo en pacientes. Asimismo debe
ponerse cuidado en disminuir las fugas con boquillas especiales y controlar con las manos del
investigador la utilizacidn de la musculatura de las mejillas (Casan 1990%).

a.2) Presidn esofagica estatica maxima (PI,eSmsx)

El método mas utilizado para medir la presion esofagica es la colocacion de una sonda-
balén a nivel esofagico y conectada con un transductor de presion. Los cambios de presion
esofagica (PI,es) reflejan la presion intrapleural de tal forma que su determinacion, tanto
durante maniobras estaticas como dinamicas, refleja de forma global la fuerza de los muisculos
inspiratorios.

a.3) Presion transdiafragmatica estatica maxima (PI,dinmsy)

Refleja especificamente la presion generada por el diafragma. Dado que su contraccion
genera simultaneamente cambios de presion en el torax (presion negativa) y abdomen (presion
positiva), la diferencia entre ambas representa exclusivamente la contraccion generada por el
diafragma.

La medicion se realiza con la colocacion de dos sondas con un balon distal, uno
colocado en estémago y el otro en eséfago (Laporta 1985%°), que van conectadas a sendos
transductores de presion. Como se ha dicho, la diferencia entre las dos presiones obtenidas
(presion gastrica o PI,gas y presion esofagica o Pl,es) permite cuantificar la presion

transdiafragmatica.

PI,di = PI,ga - Ples
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__aSUPERIOR
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Figura 14. Esquema de colocacion de las sondas para la determinacion de la presién

transdiafragmatica

El componente esofagico permite ademas, evaluar en conjunto los musculos inspiratorios,
mientras que el indice PI,es/PI,di reflejaria la fraccion de PI,di que se traduce en presion
pleural.
La PI,di se puede determinar a volumen corriente (PI,dimeqia, Si€Mpre dindmica) o durante la
realizacion de diferentes maniobras maximas (PI,dins). Existen diversas maniobras estaticas
para su obtencion:
— Maniobra de inspiracion con la via aérea cerrada

Se denomina PI,dims-mare- Representa la fuerza generada durante una contraccion
isométrica del diafragma. Consiste en realizar una inspiracién forzada con la via aérea ocluida;
la inspiracion se puede realizar desde volumen residual o después de una espiracion normal
(FRQ).
— PLdlinsx por estimulacion (PLdlysx-swich)

La PI,dimac-mics permite evaluar la PI,dins con un estimulo externo (eléctrico o
magnético) del nervio frénico o los centros respiratorios (Gea 1993%), eliminando el
componente voluntario del sujeto. Una ventaja adicional es que permite evaluar tanto la

contraccidén global como la de un solo hemidiafragma segin sean uno o dos los nervios
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estimulados. Desde un punto de vista funcional, los valores de la PI,dims-tmicy SON
aproximadamente un 20% menores que los de la PI,dinaysms (QuUe Se vera a continuacion).
— Estimulacion de los musculos espiratorios
También puede generarse presion mediante la aplicacion de estimulos eléctricos o

magnéticos en los centros o vias ventilatorios. Permite abolir el componente voluntario, en la
evaluacion de estos grupos musculares.
b) Maniobras respiratorias dinamicas

Son maniobras que se realizan con las vias aéreas permeables, y por tanto con flujo
aéreo.

b.1) Maniobra de inhalacion rdpida con via aérea permeable.

Consiste en una inhalacién brusca, corta y forzada realizada por la nariz. Se puede medir
tanto a nivel esofagico (PI,eSmax-snir) como transdiafragmatico (PI,dimax-sni)-
Es una técnica sencilla de realizar y en enfermos con EPOC evaluados en nuestro laboratorio de
funcidn respiratoria, no se han observado diferencias importantes con respecto a la PI,dimax.
miler- Ademas parece ser la mas facil de realizar y reproducible en estos pacientes (Aran
1992%).

b.2) Maniobra de inspiracion maxima hasta capacidad pulmonar total.

Se denomina PI,dimaxtic. Requiere realizar una inspiracion forzada hasta TLC. Su principal
desventaja es la dificultad para su realizaciéon por parte de algunos pacientes.

b.3.) Maniobra de espiracion méxima de tos voluntaria

Mediante la colocacion de una sonda balén como la descrita para la medicion de la PI,di,
y con la realizacién de una tos voluntaria, se puede evaluar el esfuerzo espiratorio maximo

(PI,€Stos, PI,gastos, PI,dits) (Gallart 1995°8).

Las principales desventajas de muchas de estas técnicas estan representadas por el
caracter invasivo y voluntario de las mismas. Para paliar lo primero, algunos autores han
propuesto la medicién de la PI,mms en nariz (Héritier 1992%°), boca o nasofaringe (Mulvey

19917%), como alternativas a la medicién de la PI,es por métodos convencionales. Para abolir el
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componente volitivo, como ya se ha mencionado, se utiliza la estimulacion eléctrica o
magnética.

4.2.2 Evaluacion de la resistencia muscular respiratoria

a. Pruebas inespecificas

— Ventilacion voluntaria maxima

Es la maxima ventilacion que un individuo puede mantener durante un periodo de al
menos 15 segundos y con una frecuencia superior a 80 respiraciones por minuto (Gandevia
1957’Y)). Es una maniobra inespecifica, pero sensible, que permite evaluar global y
simultadneamente la musculatura inspiratoria y espiratoria al mismo tiempo.

— Prueba de los 6 (6 12) minutos de _marcha

Evalua la capacidad para realizar un ejercicio general, en este caso la marcha. Se evalla
la distancia que el paciente es capaz de recorrer en un tiempo fijado, asi como otras variables
bioldgicas (saturacion de oxigeno, frecuencia cardiaca y respiratoria, disnea e incomodidad en
la extremidades). Es una prueba sencilla de realizar y reproducible, aunque inespecifica por los
diversos factores que influyen en la tolerancia la esfuerzo. En sujetos sanos se considera como
una prueba de esfuerzo submaximo, aunque en pacientes con EPOC se hallaria cercana al
esfuerzo maximo (Troosters 20027%). Dado que la resistencia muscular sélo es un factor
limitante en un reducido nimero de pacientes con EPOC, su utilidad en la evaluacion funcional
es muy limitada.

b. Pruebas especificas de resistencia respiratoria

Consisten en aplicar selectivamente una resistencia inspiratoria. Esta puede ser de tipo
resistivo (disminucion del calibre de la via inspiratoria) o umbral (requiere una determinada
presion de apertura de una valvula colocada en el circuito inspiratorio).
La técnica de carga-umbral (Nikerson y Keens 19827%) consiste en una valvula a la que se
pueden aplicar pesos determinados que condicionan la presion de apertura,
independientemente del patrén ventilatorio. Exige que el sujeto realice una presion minima para
abrir la valvula y conseguir flujo aéreo. Al mismo tiempo se requiere una presion determinada

para mantener dicho flujo.
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Martyn (19877%) introdujo una modificacién en esta técnica, basandose en la observacion de
que determinados patrones ventilatorios permiten una mayor resistencia. Consiste en la
aplicacién progresiva de cargas con la adaptacion ventilatoria del paciente para conseguir un
rendimiento mejor. Para considerar que se ha desarrollado fracaso mecanico son necesarios,
como minimo, tres intentos fallidos del sujeto para conseguir la presion inspiratoria de apertura
valvular.

Para los musculos espiratorios se dispone de una valvula, similar a la desarrollada por
Nickerson y Keens, pero modificada para poder colocar cargas espiratorias. La técnica es similar
a la descrita para los musculos inspiratorios, con la colocacion de cargas progresivas (50 grs
cada 2 minutos) hasta la claudicacién. Este test permite determinar el presién espiratoria
maxima (Pthmsx) (Orozco-Levi 20017°, Ramirez 20027%).

b.1 Presion maxima tolerada (PMT).

Es la presion inspiratoria maxima que puede soportar el individuo. En sujetos normales se
acepta que debe ser proxima al 60% de la PI, M.

b.2 Carga maxima tolerada (CMT).

Es la carga (grs) previa a la cual el paciente claudica durante la realizacion de una prueba
con cargas progresivas. En las valvulas umbral su relaciéon con la PMT es lineal.

b.3 Tiempo de resistencia (1)

Se define como el tiempo durante el cual un individuo es capaz de respirar con una carga
submaxima. La carga inspiratoria necesaria para definir el Ty, debe ser superior al 60% de la
PI,mms (Roussos 197777) o al 80% de la CMT. También puede ser determinado para los
musculos espiratorios.

4.2.3 Evaluacion de la fatiga muscular respiratoria

Son diversas las técnicas que permiten valorar la tendencia de los musculos respiratorios
a desarrollar fatiga o la propia presencia de la misma, aunque todas ellas presentan sus propias
limitaciones. La evaluacion de la capacidad global de los musculos respiratorios contempla tanto

el patron ventilatorio como la contractilidad.
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a. Indice tension-tiempo (TTI)

Este parametro incluye las dos variables que determinan la capacidad de un musculo
para soportar un esfuerzo ventilatorio determinado: la tension o fuerza generada, la maxima
fuerza disponible, y la duracién de la contraccién. Es un indice, por tanto, de la reserva

funcional del musculo frente a la fatiga (Bellemare 19827%) y se expresa como:

TTI = (Pllmmedia/PIlmméx) X (TI/TTOT)

donde PI,Mmedia €S la presion inspiratoria media
PI,mmsx €S la presidn inspiratoria maxima
T: es el tiempo inspiratorio

Tror €s el tiempo respiratorio total

El primer cociente expresa el porcentaje de presion de reserva utilizado en cada ciclo
respiratorio, de forma que su incremento representa una disminucién de la reserva funcional
del musculo. El segundo cociente indica la duracion proporcional del tiempo inspiratorio
respecto al tiempo total del ciclo respiratorio. El incremento de la fraccion inspiratoria
representa una disminucion del tiempo de relajacion muscular, disminuyendo por tanto el
aporte sanguineo (que no se produce apenas durante la contraccion) y en definitiva la

capacidad de resistencia del musculo.
Si se determinan los cambios de presion intratoracica con sonda esofagica la formula
seria:

TTI = (Pllesmedia/ PIlesméx) X (TI/ TTOT)

donde PI,eSmedia €S la presion esofagica media

PI,esmax €s la presion diafragmatica maxima

El TTI también se denomina “indice tension-tiempo” de los musculos respiratorios 0 TTyg.
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Esta misma formula también puede ser modificada para realizar la evaluacion especifica del
diafragma:

TTai = (PILdinedia/ PI,dimax) X (T1/Tror)

donde PI,dinedia €S la presion transdiafragmatica media

PI,dinsx €s la presion transdiafragmatica maxima
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Figura 15. Representacion grafica del TTdi en sujetos normales. Zona de fatiga (TTdi > 0.15).

Limite critico de prefatiga (TTdi > 0.10). (Extraido de Bellemare).

En sujetos sanos y en condiciones basales el TTdi oscila alrededor de 0.02 (Roussos
1977°7). En pacientes con EPOC o patologia neuromuscular, este valor puede ser de 2 a 5 veces
mayor. A partir de trabajos experimentales se ha logrado definir que un TTdi > 0.15 es
practicamente imposible de mantener por periodos de tiempo superiores a una hora. Por ello, y
aunque el TTdi no permite diagnosticar fatiga, si permitiria valorar la situacion funcional del
musculo para estimar el riesgo de que desarrolle fracaso mecanico.

b. indice de relajacién maxima (MRR)

Se define como el porcentaje de caida maxima de presién, medida en los primeros 100

mseg de la relajacion muscular. Se considera uno de los indicadores mas precoces de los

cambios que suceden en la dindmica de la fatiga muscular (Mudley 19917°). Se basa en el
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hecho fisioldgico de que la relajacion muscular es un fenémeno activo, que también consume

energia, y es labil a las modificaciones del medio intracelular (pH, niveles de ATP, etc).
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Figura 16. Representacion grafica del MRR.

c. Electromiografia

La valoracidon del indice de altas/bajas frecuencias (indice H/L) medido sobre la sefal
electromiografica es uno de los métodos clasicos para detectar fatiga. Cuando el diafragma

tiende a desarrollarla predominan las frecuencias bajas (Moxham 1982%), con una inversién del

indice H/L.
volumen-activacion del diafragma se ve afectada tanto por cambios en el volumen pulmonar

Se ha estudiado ademas el efecto del volumen pulmonar en el electromiograma. La relaciéon
como por la relacién volumen-Pdi (60% de cambio desde FRC hasta TLC). En cambio, la raiz
media cuadrada (root mean square) de la senal del electromigrama diafragmatico no se ve
afectada por el volumen pulmonar y podria, por tanto, ser un indice valido de activacion
diafragmatica (Beck 1998%). Los pacientes con EPOC grave se caracterizan por un incremento

en la activacion diafragmética aunque sin cambios en la presion generada (Sinderby 1998%2).
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5 FENOMENOS ADAPTATIVOS EN EL MUSCULO ESQUELETICO

Se conoce como entrenamiento o condicionamiento la capacidad de un ser vivo para
adaptarse (afrontar en mejores condiciones) a periodos de ejercicio por un tiempo
relativamente prolongado. Se han diferenciado dos categorias de adaptacion, basadas en la
rapidez y la duracion de los cambios:

- Respuestas agudas son aquellas alteraciones celulares, tisulares, de 6rgano y
sistémicas que ocurren en un corto intervalo de tiempo
- Respuestas adaptativas que son aquellos cambios mas tardios que persisten
por periodos de tiempo apreciables después del estimulo (ejercicio o entrenamiento
fisico).
La funcién de la adaptacién a la sobrecarga muscular crénica parece ser el disminuir la
disrrupcion de la homeostasis durante la realizacion de un ejercicio determinado. Este
mantenimiento del medio interno mediante la adaptacion favoreceria la efectividad funcional del
organismo. De hecho, permite realizar un trabajo fisico con mayor fuerza o durante periodos de
tiempo mas prolongados antes de desarrollar fatiga.

La sobrecarga muscular intensa (> 70% de la capacidad maxima) hace que el musculo
esquelético aumente su volumen. Este fendmeno se conoce como hipertrofia. Los diametros
de cada fibra aumentan a expensas del numero total de miofibrillas. Esto junto al incremento,
como veremos mas tarde, de ATP, fosfocreatina, glucdgeno y enzimas glicoliticas, se traduce
funcionalmente en un incremento tanto del poder motor del muisculo como de los mecanismos
de produccion de energia. Es interesante sefalar que el masculo no aumenta el nimero de
fibras (hiperplasia), sino solo su tamano. Cuando la sobrecarga muscular es ligera, aunque
persista por largo tiempo, no induce hipertrofia y por tanto aumento de fuerza. Sin embargo,
puede incrementar la actividad de sus enzimas oxidativas, densidad mitocondrial, niUmero de
capilares y proteinas “resistentes a la fatiga”.

El fendmeno inverso al entrenamiento se denomina desacondicionamiento o
decondicionamiento y lleva a la atrofia muscular. Se instaura cuando el musculo no se
utiliza o se utiliza poco, se denerva, o se produce desnutricion proteico-calérica. También

algunos farmacos pueden inducir miopatia con tendencia a la atrofia (p.e. esteroides).
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5.1 ADAPTACION DE LOS MUSCULOS RESPIRATORIOS EN LA ENFERMEDAD
PULMONAR OBSTRUCTIVA CRONICA (EPOC)

Son varios los factores que determinan la sobrecarga de los musculos respiratorios en la
EPOC: por una parte los cambios mecanicos inducidos por la hiperinsuflacion, y por otra el
aumento del trabajo respiratorio. También tiene importancia el factor nutricional (es decir, el
potencial desequilibrio entre aporte y demanda de nutrientes al mdsculo), asi como otra serie
de factores tanto locales como sistémicos que analizaremos a continuacion.

5.1.1 Hiperinsuflacion

La hiperinsuflacion caracteristica de la EPOC coloca al diafragma en una posicion de
desventaja por varias razones:

a) se produce un acortamiento de la longitud muscular desviandose hacia longitudes menos

operativas para la contraccion. Esto es debido a la alteracion en la geometria diafragmatica,
con modificacion del radio de curvatura. Segun la ley de Laplace (Pdi = 2Tdi/Rdi), el
radio de curvatura es un determinante de la capacidad muscular para generar presion
transdiafragmatica, por lo que ésta disminuye cuando el radio aumenta.
Sin embargo la presencia de hiperinsuflacion pulmonar cronica induce un fendémeno
adaptativo, con acortamiento de las propias sarcomeras del diafragma (Orozco-Levi
1995%). La disminucién en el tamafio de las sarcomeras adaptaria la longitud dptima del
musculo a una menor longitud y permitiria restaurar parcialmente la funcion contractil a
pesar de la hiperinsuflacién (Smilowsky 1991%%).

b) Genera un mayor trabajo de los musculos inspiratorios ya que supone una carga adicional.
Ademas, debido a que horizontaliza las costillas, dificulta la accion de los intercostales
externos para expandir la caja toracica. Se ha observado que los intercostales presentan
fibras de mayor tamario, con un incremento en el porcentaje de las tipo II en esa situacion
(Aguar 1995%). Estos cambios estarian relacionados con las cargas que estos Ultimos
musculos soportan en los pacientes con EPOC y podrian incrementar el poder de
contraccidn durante el esfuerzo respiratorio (Gea 1996%).

c) Tiene un efecto perjudicial sobre el aporte sanguineo. Para conseguir presiones

inspiratorias adecuadas se requieren contracciones de una duracidn que puede alterar
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mecanicamente este aporte. Sin embargo los pacientes con EPOC presentan un incremento
en el nimero de capilares tanto en el diafragma (Orozco-Levi 1996%) como en el intercostal
(Jiménez-Fuentes 1999%), lo que podria contrarrestar parcialmente el deficiente aporte
sanguineo durante la contraccién.

5.1.2 Aumento del trabajo respiratorio

Este deriva de la suma de cargas resistivas (resistencia de la via aérea), umbrales (PEEP
intrinseca) y elasticas (parénquima y caja toracica).

El musculo respiratorio, a diferencia del resto de misculos esqueléticos, es capaz en
situacion basal de mantener indefinidamente la contraccién contra la resistencia del sistema.
Como ya se ha mencionado en el punto anterior, en la EPOC esta resistencia estd aumentada
en situacion basal, por lo que son mayores el trabajo respiratorio y el coste energético. Por otro
lado se encuentran disminuidas la reserva ventilatoria (Rochester 1979%) y la reserva
diafragmatica (Bellemare y Grassino 1983%), al estar incrementado el nivel de fuerza
desarrollada durante cada inspiracion en relacion con la fuerza muscular maxima. El umbral de
fatiga es, sin embargo, superior al de los sanos: 0.20 vs 0.15 respectivamente (Bellemare y
Grassino 1983%).

El incremento del trabajo respiratorio provoca el reclutamiento de otros grupos musculares para
evitar el fracaso de la bomba ventilatoria, como se ha demostrado en humanos con la
aplicacion de cargas umbrales progresivas respiratorias (Orozco 1995°°) o con la realizacién de
maniobras inspiratorias maximas repetidas (Sharp 1975%).

Finalmente, el consumo de oxigeno de los propios musculos respiratorios, derivado del aumento
del trabajo, ha demostrado ser el factor mas importante de hipoxemia en los pacientes con
EPOC durante las descompensaciones (Barbera 1997°%).

5.1.3 Alteracion del estado nutricional

La EPOC, en fases avanzadas, se acompana de fendmenos de malnutricién. En
humanos se ha demostrado una relacion entre la pérdida de peso corporal, disminucion de
masa muscular y pérdida de fuerza diafragmatica (Arora 1982%, Lewis 1988°%). Los efectos de
esta malnutricién sobre las fibras de tipo II serian de mayor magnitud que sobre las fibras de

tipo I. La mayor atrofia de las fibras de tipo II determina que una mayor area muscular esté
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compuesta por fibras lentas de metabolismo oxidativo, cuya resistencia a la fatiga es mayor. La
alta capacidad oxidativa de las fibras tipo I puede considerarse como una adaptacion
metabolica en el proceso de sustitucion de la glucosa por acidos grasos como sustrato
energético. En este sentido, se ha demostrado que en sujetos sanos y durante el ejercicio se
produce una predominante combustion de acidos grasos, en relacién al mayor porcentaje de
fibras tipo I (Wade 1990°°). Para explicar estos fendmenos se han invocado factores tales como
el elevado trabajo respiratorio y mas recientemente la existencia de elementos deletéreos
circulantes que podrian favorecer el catabolismo muscular (p.e. el factor de necrosis tumoral o
TNF-0.). Este Ultimo condicionante, a diferencia de los dos anteriores, es sistémico, por lo que
afectaria también a los demas musculos del organismo. De hecho, hoy en dia se habla de la
existencia de una "miopatia periférica" en la EPOC.

5.1.4 Inflamacién y estrés oxidativo

La inflamacion, local o sistémica, es caracteristica de la EPOC e intensifica el estrés
oxidativo. Influye sobre muchos procesos celulares, como el metabolismo de los carbohidratos,
la homeostasis del calcio y la cadena de transporte electrénico mitocondrial. Otra forma de
estrés oxidativo, no relacionada con la inflamacién, se ha descrito en el musculo esquelético
atrofiado por la inmovilizacion. En este caso se produce un descenso en el contenido de
glutation total celular, con incremento en las concentraciones de glutation oxidado vy
peroxidacion lipidica.

La hipoxia por si misma también puede contribuir al estrés oxidativo. Asi se ha observado un
incremento de la actividad oxidante y antioxidante en el musculo de ratas expuestas a hipoxia
intermitente o en pacientes expuestos a hipoxia aguda. La hipoxia hace que el tejido muscular
sea mas vulnerable al estrés oxidativo, con una alteracidn en la generacion de ATP y un mayor
acumulo de inosina monofosfato (IMP).

La vitamina E, con efecto antioxidante, parece atenuar los efectos oxidativos tanto derivados de
la atrofia muscular como de la hipoxia, lo que apoya la teoria del papel que el estrés oxidativo

juega a nivel muscular (ATS/ERS 1999%).
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Es importante sefialar que en los paciente con EPOC coexisten a menudo otra serie de
condiciones “generales” como alteraciones electroliticas, fallo cardiaco, diabetes e hipertension,
que también pueden afectar a la funcion del musculo esquelético. Sin embargo, no esta claro si
el efecto de estos factores a nivel muscular en pacientes con EPOC es diferente del que tiene
en otros pacientes no afectos de esta enfermedad.

También es importante sefalar la potencial influencia de farmacos, fundamentalmente los
corticoides. Estos inducen a nivel muscular una verdadera miopatia, con atrofia muscular global
e incremento del tejido conectivo entre fibras. Los corticoides inhibirian, entre otras acciones, el
factor de crecimiento /nsulin-like (IGF-1), lo que disminuiria la sintesis de proteinas e

incrementaria la proteolisis intracelular en el misculo esquelético (ATS/ERS 1999%).

5.2 ADAPTACION DE LOS MUSCULOS PERIFERICOS EN LA EPOC

Varios estudios han puesto de manifiesto cambios, tanto funcionales como estructurales,

en los musculos periféricos (o de las extremidades) en los pacientes con EPOC. La mayoria de
ellos se han centrado en los grupos musculares de las extremidades inferiores, al considerar
que podrian ser el grupo mas determinante en la limitacidon funcional de estos pacientes
durante el esfuerzo. Asi, se ha demostrado que la fuerza de las piernas esta disminuida en los
pacientes con EPOC (Hamilton 1995¥, Gosselink 1996%) . Esto se asocia directamente con la
distancia recorrida en la prueba de la marcha de 6 minutos, la gravedad de los sintomas
durante una prueba de esfuerzo incremental y la capacidad maxima de consumo de oxigeno
(Hamilton 1995%).
Recientemente se ha demostrado que los pacientes con EPOC presentan también una menor
fuerza en los musculos de las manos (Gosselink 1998%). Esta alteracién no sdlo se asocia a la
presencia de EPOC sino también a su gravedad. Este Ultimo hecho seria quizas justificable por
la probable existencia de un factor con efecto sistémico responsable de esta disfuncion. Sin
embargo, la magnitud del descenso de la fuerza en extremidades superiores es menor que en
las inferiores, lo que sugiere la presencia de factores locales que se sumarian a los sistémicos.

Caracteristicamente el cuadriceps de los pacientes con EPOC presenta una menor masa

muscular (Wuyam 1992!%), atrofia de las fibras (Hughes 1983%!), disminucidn del porcentaje
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de fibras de tipo I (Hildebrand 1991'%%) e incremento en la isoforma de miosina tipo IIb o IIa
(Satta 1997'%, Maltais 1999'%") si se compara con el de sujetos sanos. Se ha visto que el
contenido en isoformas de miosina se correlaciona directamente con el grado de obstruccion.
Asi en los pacientes con mayor gravedad (FEVi< 40%) predominan fundamentalmente las
fibras de tipo Ila (Maltais 1999'%). Tienen ademds un menor contenido en capilares y menor
concentracion de mioglobina, aunque el contenido mitocondrial parece normal (Simard
1996'%). En cuanto a la capacidad metabdlica de sus enzimas, ésta es menor en el caso de las
aerdbicas y no se modifica en las principales anaerdbicas (especialmente LDH, lactato
deshidrogenasa y HK, hexoquinasa), aunque aumenta la de la PFK, fosfofructoquinasa
(Jakobsson 1995%),

A nivel de las extremidades superiores, en concreto, del deltoides, nuestro grupo ha
demostrado que las fibras musculares de los pacientes con EPOC conservan un diametro normal
y una proporcién fibrilar similar a los individuos con funcién pulmonar normal. También
mantiene conservada la actividad enzimatica (tanto oxidativa como glicolitica) (Pastd 1998%).
Son pocos los estudios realizados sobre otros musculos periféricos en la EPOC. Se ha descrito a
nivel del biceps, que el porcentaje de fibras no se modifica, aunque es evidente la presencia de
atrofia tanto en las fibras de tipo I como de tipo II en relacién tanto con la pérdida de peso

como con el grado de obstruccién al flujo aéreo (Sato 1997'%).
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6 METABOLISMO Y ENERGIA

Se entiende por metabolismo el conjunto de reacciones quimicas mediante las cuales las
células obtienen energia y sintetizan los componentes fundamentales de sus macromoléculas.
El metabolismo puede subdividirse en dos categorias principales: catabolismo o conjunto de
procesos relacionados con la degradacion de sustancias complejas, con obtencion de energia y
anabolismo o procesos relacionados con la sintesis de moléculas complejas. Las rutas de
produccion de energia generan también intermediarios que se utilizan en los procesos de
biosintesis. Por tanto, muchas de las reacciones metabdlicas desempefian funciones en ambos
tipos de procesos.
Los seres vivos necesitan una produccion continuada de energia para cuatro fines
fundamentales:
- realizacién del trabajo mecanico propio de la contraccion muscular y otros
movimientos celulares
- transporte activo de iones y moléculas
- sintesis de macromoléculas y otras biomoléculas a partir de precursores mas sencillos
- mantenimiento de la temperatura corporal
Aunque los microorganismos presentan adaptabilidad con respecto a su capacidad de
sobrevivir en ausencia de oxigeno, practicamente todos los organismos multicelulares y muchas
bacterias son organismos aerobios estrictos. Es decir, dependen por completo de Ila
respiracion (acoplamiento de la generacion de energia con la oxidacion de nutrientes). En
cambio, otros muchos organismos pueden crecer en medios anaerobios, y obtienen su
energia metabdlica de procesos en los que no interviene el oxigeno molecular

(Leningher19862!, Mathews1998%),

6.1 EI ATP como fuente de energia

En la mayor parte de los procesos que requieren energia, el donante es el adenosin
trifosfato (ATP). El ATP es un nucleétido que consta de una adenina, una ribosa y una unidad
trifosfato. Es una molécula rica en energia porque su unidad trifosfato contiene dos enlaces

anhidrido fosférico. Su forma activa es normalmente un complejo del ATP con Mg** o Mn**.
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Cuando se hidroliza hacia adenosina difosfato (ADP) y fdsforo (Pi) o hacia adenosina
monofosfato (AMP) y pirofosfato (PPi), se desprende una gran cantidad de energia libre. Esta
energia liberada en la hidrdlisis del ATP se utiliza para impulsar reacciones que requieran aporte

de energia libre, como la contraccién muscular.

6.2 Otras fuentes de energia en el misculo esquelético

El musculo de los vertebrados contiene un reservorio de grupos fosforilo de alto
potencial en forma de creatina fosfato, también llamada fosfocreatina. Esta puede transferir
facilmente su grupo fosforilo al ADP. La fosfocreatina se sintetiza a partir de creatina y ATP en
una reaccion catalizada por la creatin fosfoquinasa.

Creatina fosfato + ADP + H¥  —® ATP + creatina
A continuacion difunde desde las mitocondrias a las miofibrillas, donde proporciona la energia
necesaria para la contraccién. Las concentraciones elevadas de ADP que se forman en las
miofibrillas durante la contraccion favorecen la reaccion inversa. Es decir, la nueva sintesis de
ATP, a costa de la ruptura de la creatina fosfato a creatina.

A pH de 7, la energia libre estandar de la hidrdlisis de la creatina fosfato es —10.3 kcal/mol,
en comparacion con las —7.3 kcal/mol del ATP. La abundancia de creatina fosfato y su
elevado potencial de transferencia de fosforilacion con respecto al ATP, convierten a este
compuesto en un amortiguador de fésforo muy eficaz. La creatina fosfato mantiene una
concentracion de ATP alta durante los periodos de ejercicio. En realidad es la principal fuente
de fosfato que utilizaria, por ejemplo, un corredor de velocidad durante los primeros 4
segundos de una carrera de 100 metros (Stryer 1995%).

La energia, tanto si se almacena en forma de ATP como en forma de creatina fosfato, debe
estar disponible en forma quimica (para la sintesis de otros compuestos de alta energia), o en
forma de energia mecanica o eléctrica. La transduccidon en energia mecanica se produce
durante la contraccién muscular o el movimiento de los cilios, mientras que la transduccion en
energia eléctrica se produce en la despolarizacion de la membrana o en el bombeo de iones a

través de ésta.
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El musculo esquelético en reposo, tiene suficiente cantidad de fosfocreatina para satisfacer sus
necesidades de energia libre durante varios minutos. Sin embargo, durante el esfuerzo maximo,
la cantidad de ATP sdlo es suficiente para mantener la actividad contractil durante una fraccion
de segundo (Voet 1990'%; Stryer 1995%).

Las principales fuentes energéticas son azlcares, proteinas y acidos grasos, que se
metabolizan a través de dos rutas fundamentales: glicélisis y ciclo del acido citrico.

A continuacion veremos de forma detallada cada una de estas dos vias metabdlicas.

6.3 GLICOLISIS (Figura 17)

La glicdlisis es la secuencia de reacciones que convierte la glucosa en piruvato, con
produccion de cantidades relativamente escasas de ATP. Se conoce también con el nombre de
ruta de Embdem-Meyerhof. En condiciones aerodbicas el piruvato entra en la mitocondria
donde es completamente oxidado, obteniéndose CO, y H,0. Si el suministro de oxigeno es
insuficiente, como ocurre con frecuencia en el musculo en contraccion, el piruvato se convierte
en lactato. Las reacciones de este ciclo se producen en el citosol de la célula. El citosol es un
gel casi liquido que contiene en disolucidon o suspensidon sustancias tales como enzimas,
inclusiones citoplasmaticas y todos los organulos. Actia como tampdn que equilibra el pH
celular.

La glicdlisis es una ruta de 10 pasos que convierte una molécula de glucosa en dos de piruvato,

con la generacion de dos moléculas de ATP. Este conjunto de reacciones se agrupan en dos

fases distintas:

- Las cinco primeras reacciones constituyen la fase de inversion de energia, en la
que se sintetizan azlcares-fosfato a costa de la conversion de ATP en ADP y el
sustrato glicidico de seis carbonos se desdobla en dos azlcares-fosfato de tres
carbonos.

- Las cinco Ultimas reacciones corresponden a la fase de generacion de energia,
en la que las triosas-fosfato se convierten en compuestos ricos en energia, que

transfieren fosfato al ADP dando lugar a la sintesis de ATP. El rendimiento neto por
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mol de glucosa metabolizado, es dos moles de ATP y 2 de piruvato (Mathews
19981%8),
La degradacion de glucosa a lactato proporciona energia suficiente (AG® = - 47 Kcal/mol)
para provocar la fosforilacion de dos moléculas de ATP (AG® = + 14.6 Kcal/mol). El proceso
global de la glicdlisis, aun después de descontar la formacion acoplada de ATP, se realiza
todavia con un descenso neto de energia libre muy grande, (- 32.4 Kcal/mol). Es, por tanto,
una via esencialmente unidireccional e irreversible, cuyo equilibrio esta desplazado en la
direccidn de la formacién de lactato (Leningher 19862).
Una gran proporcion del lactato acumulado al inicio de un ejercicio se asocia mas con un
retraso en la activacion de la produccion de ATP que con un retraso en el aporte de oxigeno
(Greenhaff 1998'19).

En los organismos aerobios, y en presencia de oxigeno, la glicdlisis es el primer paso en
la combustiéon completa de la glucosa a CO, y H,0. El segundo paso es la oxidacién del piruvato
a acetil CoA, y finalmente la oxidacion de los carbonos del grupo acetilo en el ciclo denominado
del &cido citrico, como veremos mas adelante. La glicélisis da lugar también a intermediarios
biosintéticos. Por tanto es una via tanto anabdlica como catabdlica, cuya importancia va mas
alla de la sintesis de ATP y sustratos para el ciclo del acido citrico. Se cree que los enzimas
individuales que catalizan las diferentes etapas de la glicdlisis no dependen fisicamente unos de
otros. Es decir, no estan asociados formando complejos multienzimaticos estables. En
diferentes tipos celulares, algunos enzimas pueden hallarse asociados a la membrana
plasmatica, a las miofibrillas o a las mitocondrias (Mathews 19981%).

Todos los intermediarios de la glicdlisis son compuestos fosforilados y sus grupos fosfato
desempenarian tres funciones: proveer a cada intermediario de un grupo polar cargado
negativamente y que le impide pasar a través de la membrana celular, actuar como grupos
enlazantes en la formacion de complejos enzima-sustrato, y la mas importante, la conservacion
de energia (ya que finalmente se transformaran en el grupo fosfato terminal del ATP)
(Lehninger 1989%).

La glicdlisis es independiente del grado de oxigenacién y del feed-back metabdlico, pero es

proporcional a la activacion muscular. Es decir, ésta Ultima es el mecanismo clave de
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estimulacion y mantenimiento del proceso de la glicdlisis (Conley 1998!!!). Esta dependencia de
la estimulacion y su independencia de los niveles de metabolitos es consistente con la

observacion de que el Ca** es el factor que controla la gliclisis. (Cooley 1997''%),

Figura 17. CICLO DE LA GLICOLISIS
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Es importante destacar que la fosfofructoquinasa (PFK) es el elemento de
control mas importante de la via glicolitica en los mamiferos. Este enzima es inhibido por
niveles altos de ATP, que hacen disminuir su afinidad por la fructosa-6-fosfato. La accidn
inhibitoria del ATP es contrarrestada por el AMP, de modo que la actividad enzimatica aumenta
cuando disminuye la relacion ATP/AMP. Es decir, cuando la carga de energia es baja, la
glicdlisis se estimula. Sin embargo, se inhibe cuando el pH desciende bruscamente, lo que evita

la formacion excesiva de lactato y la consiguiente aparicién de acidosis (Stryer 1995%).
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La glicdlisis también suministra sustrato para la biosintesis, de modo que la PFK se va a ver
inhibida por el citrato, uno de los compuestos iniciales del ciclo del acido citrico. Un nivel
elevado de citrato significaria que los precursores abundan, y por tanto no debe degradarse
mas glucosa con ese fin. El citrato inhibe, por tanto, la PFK potenciando también el efecto
inhibitorio del ATP (Stryer 1995%).
En la primera fase de la glicdlisis (hasta la formacién de gliceraldehido-3-fosfato) se ha
producido la transformacion de una molécula de glucosa en dos moléculas de gliceraldehido-3-
fosfato, sin extraccion energética. Por el contrario, se han consumido dos moléculas de
ATP (). Las etapas siguientes tendran como fin metabolizar las moléculas de gliceraldehido-3-
fosfato para producir compuestos de alta energia que determinen la sintesis de nuevo ATP.
El NAD"* (nicotinamida adenina dinucleétido) es el principal agente oxidante de la
glicolisis. Desempefia el papel de transportador de electrones desde el gliceraldehido-3-
fosfato, que los cede, hasta el piruvato, que se formara mas tarde en la ruta glicolitica
(Lehninger 1989°%).
La regeneracion del NAD* en la reduccion del piruvato hasta lactato o etanol impide que la
glicdlisis tenga que pararse en condiciones anaerdbicas. Si el NAD* no se regenerase, la
glicdlisis no proseguiria mas alla del gliceraldehido-3-fosfato, lo que significa que no podria
generarse mas ATP.

Solo una pequena fraccion de energia se obtiene en la conversion anaerdbica
en lactato. Se extrae mucha mas energia de forma aerdbica, por la via del acido

citrico y la cadena de transporte electrénico, como veremos mas adelante.

BALANCE GLOBAL DE LA GLICOLISIS

Glucosa + 2ATP + 2NAD"+ 2Pi + 4ADP+ 2NADH + 2H*

l

2 lactato + ADP + NADH + 2H*+ 4ATP + 2NAD*+ 2H,0
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6.4 CICLO DEL ACIDO CITRICO (Figura 19)

También se denomina ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs. Es la ruta
oxidativa central de la respiracion celular y un proceso mediante el cual se metabolizan todos
los combustibles metabdlicos (hidratos de carbono, lipidos y proteinas) en los organismos y
tejidos.
Aunque la respiracion celular y la glicdlisis generan entre ambas aproximadamente el 40% de la
energia liberada en forma de ATP, en la glicdlisis se produce una energia total mucho menor. El
lactato, como otros productos terminales del catabolismo anaerobio de los hidratos de carbono,
tiene el mismo grado de oxidacion que la molécula de partida, la glucosa. Por tanto, la energia
potencial almacenada es escasa. Se genera mucha mas energia (hasta quince veces mas)
cuando el lactato o piruvato se oxidan por completo hasta CO,. Esta liberacion de energia
implica reacciones de deshidrogenacién que generan transportadores electronicos reducidos,
principalmente NADH. Estos transportadores se reoxidan posteriormente en la cadena
respiratoria mitocondrial. Tales reacciones aportan la energia necesaria para la sintesis de ATP
a través de la fosforilacion oxidativa como veremos posteriormente. Los electrones liberados se
transfieren finalmente al oxigeno, que se transforma en agua (Mathews 1998%).

GLICOLISIS

Glucosa ——p Lactato AG® = - 47 kcal/mol

OXIDACION COMPLETA

Glucosa + 60, —» 6CO, + 6H,0 AG® = - 686 kcal/mol ()

El proceso de oxidacion metabdlica tiene tres etapas: la primera etapa consiste en la
generacion de un fragmento activado de dos carbonos, el grupo acetilo de la acetil-coenzima A
o acetil-CoA. Este es el producto comin de la degradacion de carbohidratos, acidos grasos y
aminoacidos. El carbono procedente de los glicidos entra en esta etapa en forma de piruvato,
que se transforma en acetil-CoA por la accion de la piruvato deshidrogenasa. La
degradacion de las grasas genera acetil-CoA mediante la B-oxidacién de los acidos grasos,
mientras que son varias las rutas que generan acetil-CoA a partir del catabolismo de los

aminoacidos.
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La segunda etapa consiste en la oxidacién de esos dos atomos de carbono en el propio ciclo
del acido citrico.

Finalmente la tercera etapa es la del transporte electrénico y fosforilacion oxidativa, donde los
transportadores electrénicos reducidos que se han generado en el ciclo vuelven a oxidarse junto
con la sintesis de ATP.

Las reacciones enzimaticas del ciclo de los &cidos tricarboxilicos tienen lugar en el
compartimento interno de la mitocondria a diferencia de la glicdlisis que tiene lugar en el
citosol. Algunos de los enzimas se encuentran en la matriz mitocondrial, mientras que otros se
hallan ligados a la membrana mitocondrial interna (los correspondientes al transporte

electronico y a la fosforilacion oxidativa) (Mathews 19981%),

— Espacio Intermembranoso
5 Matriz

Membrana

externa ) >
Membrana interna

Figura 18. Esquema de la mitocondria (extraido de Stryer)
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Figura 19. CICLO DEL ACIDO CITRICO
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La mayoria de moléculas combustibles entran en este ciclo como acetil-CoA. La descarboxilacion
oxidativa del piruvato para formar acetil-CoA es el eslabon entre la glicélisis y el ciclo del acido
citrico.

El ciclo comienza en realidad con la unién de una unidad de cuatro carbonos, el
oxalacetato, con una unidad de dos carbonos, el grupo acetilo del acetil-CoA, para producir
citrato y CoA. Esta reaccion, una condensacion alddlica seguida de una hidrdlisis, es catalizada
por la citrato sintasa (CS). La reaccidon de la citrato sintasa es la primera etapa
condicionante de la velocidad del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Su velocidad viene
determinada por la disponibilidad de acetil-CoA y oxalacetato, asi como por la concentracion de

succinil- CoA, que compite con el acetil-CoA inhibiendo la enzima. Resulta frenada por el ATP.
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El segundo punto de control del ciclo de Krebs se produce en el paso de isocitrato a a-
cetoglutarato, catalizado por la isocitrato deshidrogenasa. El Ultimo punto de control es el
complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa que interviene en la formacion de succinil CoA (Stryer

1995%),

BALANCE GLOBAL DEL CICLO DE KREBS
Acetil CoA + 3 NAD* + FAD* + GDP + Pi + 3 H,0

l

2 CO, + 3 NADH + FADH, + GTP + CoA

El balance general es el siguiente:

- en la condensacion de una unidad de acetil CoA con oxalacetato entran en el ciclo
dos atomos de carbono. En las descarboxilaciones sucesivas catalizadas por la
isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa salen del ciclo otros
dos atomos de carbono en forma de CO,.

- en las cuatro reacciones de oxidacion salen del ciclo cuatro pares de atomos de
hidrogeno. En las descarboxilaciones oxidativas sucesivas del isocitrato y del a-
cetoglutarato se reducen dos moléculas de NAD*. En la oxidacién del succinato se
reduce una molécula de FAD* (flavina adenina dinucledtido), y en la oxidacion del
malato otra de NAD".

El NADH y FADH, formados en el ciclo del acido citrico se oxidan mediante la cadena del
transporte electronico. La transferencia de electrones desde estos transportadores al O,,
receptor final de electrones, conduce al bombeo de protones a través de la membrana interna
mitocondrial. Se crea entonces una fuerza protomotriz que potencia la generacion de ATP. Solo
se forma de modo directo un enlace fosfato de alta energia por cada unidad de acetilo que
entra en el ciclo de Krebs. En cambio, cuando se oxidan tres NADH y un FADH, mediante la

cadena de transporte electrdnico, se generan otros nueve enlaces fosfato de alta energia.
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El oxigeno molecular no participa directamente en el ciclo del acido citrico. Sin embargo, este
ciclo opera Unicamente bajo condiciones aerdbicas porque el NAD* y el FAD* pueden ser
regenerados en la mitocondria solamente por la transferencia de electrones hasta el oxigeno
molecular. Por tanto, la glicélisis tiene ambas modalidades, aerdbica y anaerdbica,
mientras que el ciclo del acido citrico es exclusivamente aerdbico. La glicdlisis puede
tener lugar bajo condiciones anaerdbicas porque el NAD* se regenera durante la conversién de
piruvato en lactato. Si se tiene en cuenta la reaccion de la piruvato deshidrogenasa y que cada
molécula de glucosa genera dos moléculas de piruvato, se puede escribir la siguiente
ecuacion para el catabolismo de la glucosa a través de la glicolisis y del ciclo del

acido citrico:

Glucosa + 2H,0 + 10 NAD* + 2FAD" + 4ADP + Pi

l

6CO, + 10 NADH + 6H* + 2FADH, + 4ATP

El factor mas importante que controla la actividad del ciclo del acido citrico es
la relacion mitocondrial del NAD* respecto a la NADH. El NAD" es un sustrato de tres
enzimas del ciclo, asi como también lo es la piruvato deshidrogenasa. En las condiciones en que
disminuye la relacion NAD*/NADH (como por ejemplo en presencia de una limitacion del aporte
de oxigeno), la baja concentracion de NAD" puede limitar la actividad de estas deshidrogenasas

(Stryer 1995%).

6.5 FOSFORILACION OXIDATIVA

Este apartado se trata de forma muy breve dado que excede el ambito de esta tesis.
La glicdlisis y el ciclo del acido citrico generan de por si una cantidad relativamente baja de
energia en forma de ATP. Sin embargo, seis pasos de deshidrogenacion (uno en la glicdlisis,
otro en la reaccidon de la piruvato deshidrogenasa y cuatro mas en el ciclo del acido citrico)

reducen en total 10 moles de NAD* a NADH y 2 moles de FAD" a FADH, por mol de glucosa
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(Mathews 1998!%). La reoxidacién de estos transportadores electrénicos reducidos genera la
mayor parte de la energia necesaria para la sintesis de ATP.

La fosforilacion oxidativa es el proceso por el que se forma ATP como resultado de la
transferencia de electrones desde el NADH o el FADH, al O, a través de una serie de
transportadores de electrones. Este proceso tiene lugar en la membrana interna mitocondrial y
genera 26 de las 30 moléculas de ATP que se forman cuando la glucosa se oxida

completamente a CO, y H.O (Stryer 1995%).
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6.6 RENDIMIENTO DE ATP EN LA OXIDACION TOTAL DE LA GLUCOSA

Resumen del balance energético de los diferentes procesos:
REACCION ATP

1. GLICOLISIS

- Fosforilacion de la glucosa -1
- Fosforilacién de la fructosa-6-P -1
- Desfosforilacién de 2 moléculas de 1,3 difosfoglicerato +2
- Desfosforilacion de 2 moléculas de fosfoenolpiruvato +2

- Conversion del piruvato en acetil-CoA: se forman 2 NADH*

2. CICLO DE KREBS (ACIDO CiTRICO)

- Formacién de 2 moléculas de GTP a partir de dos moléculas de succinil-CoA +2
- Formacién de 6 NADH en la oxidacion de 2 moléculas de isocitrato, 2 de o-
cetoglutarato y 2 de malato +2

- Formacion de 2 FADH, en la oxidacion de 2 moléculas de succinato +2

FOSFORILACION OXIDATIVA

- 2 NADH en la glicdlisis. Cada uno produce 2.5 ATP +5
- 2 NADH* en la descarboxilacion oxidativa del piruvato. Cada uno produce
2.5 ATP +5
- 2 FADH; en el ciclo del acido citrico. Cada uno produce 1.5 ATP +3
- 6 NADH en el ciclo del acido citrico. Cada uno produce 2.5 ATP +15
BALANCE GLOBAL

Glucosa + 6 O, + 36 P, + 36 ADP ——p 6 CO, + 36 ATP + 42 H,0
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6.7 CAPACIDAD OXIDATIVA DEL MUSCULO ESQUELETICO

Existen varias maneras de determinar la capacidad oxidativa de un musculo. Entre otras,
el estudio del tipo predominante de fibras, de la expresion de las diferentes isoformas de
miosina, valoracion de la actividad enzimatica y determinacion de la densidad capilar.

6.7.1 Determinacion del tipo de fibra muscular

Como hemos visto anteriormente las fibras musculares son fundamentalmente de dos
tipos: fibras de contraccion lenta pero resistentes a la fatiga y con metabolismo basicamente
aerdbico, denominadas de tipo I; y fibras de accidon mas rapida y potente, pero fatigables con
facilidad y de metabolismo predominantemente glicolitico o anaerobio, llamadas de tipo II.
Estas Ultimas a su vez, se subdividen en IIa y IIb (aunque en humanos deberiamos llamarlas
IIx). El componente fundamental que determina el tipo de fibras y sus caracteristicas
funcionales es la proporcion que tienen de las isoformas de una determinada proteina
contractil, la miosina. Las cadenas pesadas de su molécula (MyHC) son de diversos tipos,
denominados I, IIa y IIx, que se corresponden de forma homodnima con los tipos de fibras. Sin
embargo, existen fibras mixtas (hibridas, ya mencionadas anteriormente en esta revision) que
combinan diferentes tipos de MyHC, con resultado funcional intermedio. El que se exprese una
u otra miosina en un determinado musculo dependera del grado de actividad de los genes
correspondientes. Como se ha mencionado, de una forma general, los genes que codifican las
formas rapidas se expresan "por defecto", mientras que los de la MyHC lenta lo hacen en
respuesta a los estimulos mecanicos (Tsika 1987'%). No se conoce cual es el mediador entre
actividad mecanica y variacion fenotipica de un musculo, aunque se especula con diferentes

sustancias (Gea 1997*).

TIPO DE ASPECTO METABOLISMO MyHC
FIBRA | MACROSCOPICO | PREDOMINANTE | CONTRACCION | FATIGA | PREDOMINANTE

Tipo I Rojas Oxidativo Lenta Resistente I

Tipo Ila Rojas Mixto Rapida Resistente Ia

Tipo IIb Blancas Glicolitico Rapida Fatigable IIx

(01Ix)

Esquema 1. Clasificacion de los diferentes tipos de fibras en los seres humanos.
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En los seres humanos las fibras tipo I tienen un contenido en mitocondrias y capacidad

oxidativa dos veces superior a las fibras tipo II. Esta diferencia se reduce con el entrenamiento
(Lowry 1978''%), La mayoria de las personas tienen globalmente un 50% de fibras tipo I y un
50% de fibras tipo II, aunque cada musculo posee una composicion particular, determinada por
su tipo de actividad. En atletas de competicion de fondo el porcentaje de fibras tipo I es mayor.
Por el contrario, los sprinters tienen mas elevado el porcentaje de fibras tipo II (Gollnick
1973%), Estas diferencias vienen determinadas por los diferentes tipos de ejercicio como se ha
visto: las fibras lentas y poco fatigables ofrecen mayor ventaja para las actividades de
resistencia.
El entrenamiento determina que inicialmente se empleen las fibras rojas, de alta capacidad
oxidativa. Cuando las demandas exceden la capacidad de estas fibras se reclutan también fibras
blancas, con una capacidad oxidativa menor (Terjung 1976'). Asimismo provoca una
disminucién en el porcentaje de las fibras IIb en el mdsculo esquelético. Sin embargo el tipo de
fibra que la reemplaza es variable en funcion de la intensidad y duracion del ejercicio.

Anteriormente se ha hablado de la intensidad. Respecto a la duracion, se sabe que un
entrenamiento de 6-15 semanas determina un incremento significativo en las fibras tipo IIa, sin
cambios en el porcentaje de las tipo I. Cuando la duracion es de 8-24 semanas no se observan
diferencias entre el porcentaje de las fibras tipo I y ITa. Al examinar solo las fibras tipo I, no se
observan cambios tras 5 meses de entrenamiento (Gollnick 1973%°).

El entrenamiento aerdbico produce un incremento en el porcentaje de “formas hibridas”,
conteniendo a la vez isoformas de miosina, lentas y rapidas. La disminucion del ATP muscular y
la creatina fosfato asi como la administracion crénica de p,-adrenérgicos determina un cambio
de isoformas rapidas a lentas de miosina.

A continuacién se revisan algunos cambios observados en los musculos de los pacientes
con EPOC. Algunos de los aspectos que se mencionan han sido también tratados en un

apartado anterior.
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Musculos respiratorios

El diafragma humano presenta una proporcion similar de isoformas de miosina lentas y
rapidas. En los pacientes con EPOC grave, y como efecto de la sobrecarga crdnica, se produce
una disminucién de las isoformas rapidas, tanto las IIa como IIb (IIx), con un incremento de las
forma lentas (Levine1997'Y, Mercadier 1998!!%). Este cambio estaria relacionado con la
hiperinsuflacién pulmonar y reflejaria una adaptacion del diafragma.

Sanchez et al, al analizar por separado las dos porciones del diafragma (crural y costal)
han observado que el porcentaje de fibras tipo I es similar en ambas, tanto en sujetos sanos
como en pacientes con EPOC (Sanchez 1985'%°). Sin embargo, en individuos sanos el didmetro
fibrilar es mayor en la porcién costal que en la crural. Por el contrario, los pacientes con EPOC
presentan un didmetro menor en la porcion costal del diafragma que en la crural, con una
correlacién positiva con el grado de obstruccién (Sanchez 1985!). Esto sdlo podria ser
explicado por la diferente actividad mecanica de las dos porciones del diafragma, con una
intensidad de contraccion mayor en la porcion costal en sujetos sanos. Dado que la movilidad
de la caja toracica depende en gran parte de la contraccion de la porcion costal diafragmatica,
el hecho de que el didmetro de las fibras esté disminuido en los pacientes con EPOC y se
correlacione con el valor del FEV;, podria sugerir que a mayor grado de enfermedad menor
participacion de la porcion costal en el acto ventilatorio (Sanchez 1985%°). Por otra parte, no se
observaron correlaciones entre los diametros fibrilares en ambas porciones del diafragma vy el
valor de TLC. Esto podria sorprender dado que las presiones generadas por ambas porciones
son dependientes del grado de hiperinsuflacion. La explicacion a este hecho podria ser que los
pacientes incluidos en el citado estudio presentaban una enfermedad moderada con un grado
muy discreto de hiperinsuflacién (Sanchez 1985'%°).

Muisculos “periféricos” (de las extremidades)

En estudios llevados a cabo en pacientes con EPOC grave (FEV; 31+9%), se ha
observado que presentan, a nivel de los musculos periféricos (en concreto el vastus lateralis),
un porcentaje de MyHC tipo I menor, con un incremento de la isoforma tipo Ila, en
comparacion con individuos sanos. La proporcion de MyHC tipo IIx fue similar en los dos

grupos. Existe ademas una correlaciéon entre el FEV; y el porcentaje de la isoforma tipo I, con
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un incremento de ésta a medida que aumenta la gravedad de la enfermedad (Maltais 1999'%%).
En otro estudio sobre el mismo musculo, en pacientes con un grado moderado de enfermedad
(FEV; 51%), se ha descrito que el porcentaje de MyHC tipo I es similar al observado en sujetos
sanos (Satta 1997'%%). Esto puede ser explicado por las diferencias en el grado de actividad
fisica existente posiblemente entre las dos poblaciones de los estudios.

Otros autores sin embargo, han descrito un incremento en la isoforma tipo IIb tanto en

pacientes con enfermedad moderada-grave (FEV; 51%) (Satta 1997'%), como en aquellos en
fases mas avanzadas (FEV; 37+7) (Whittom 1998'?°). Estos resultados son importantes, aunque
no permiten diferenciar si la disfuncion periférica que se ve en la EPOC se debe a un fendmeno
de desacondicionamiento por inactividad o se trata de una alteracion intrinseca a la
enfermedad.
La causa de estos cambios en la expresion de las isoformas de miosina no estan todavia claros.
Distintos estudios en animales y humanos sugieren que la inactividad y el descondicionamiento
podrian estar implicados. Asi, en animales, la activacion muscular es uno de los mas potentes
estimulos que regula la expresién de los genes de miosina (Goldspink 1992%). La similitud entre
los cambios que se ven en la EPOC con los que se detectan en sujetos normales con inactividad
crénica, ha permitido mantener que seria la inactividad la que explicaria muchos de los cambios
en los musculos periféricos de estos pacientes. Sin embargo ni la inactividad ni el
desacondicionamiento subsiguiente explicarian por si solos toda la disfuncién muscular que
presentan los pacientes con EPOC.

A nivel de la musculatura de extremidades superiores (deltoides) se ha encontrado un
porcentaje fibrilar similar para las fibras tipo I y tipo II, con una correlacion directa con los
volimenes pulmonares estaticos, similar a lo observado en el diafragma (Past6 1998). Esto
podria ser debido al hecho de que se trata de un musculo localizado en la cintura escapular y
como tal podria intervenir, en algunas ocasiones, como un musculo respiratorio accesorio. Esta
funcién lo mantendria parcialmente entrenado y no se observarian los cambios inducidos por el
desacondicionamiento que se han encontrado en los misculos de las extremidades inferiores

(Maltais 1996'%).
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6.7.2 Determinacion de la capacidad enzimatica

El entrenamiento determina un incremento en la cantidad y capacidad
metabdlica de las enzimas mitocondriales. Esta adaptacion juega un papel en la menor
utilizacién de carbohidratos durante el ejercicio submaximo y por tanto determina una mayor
resistencia al mismo. El incremento de enzimas oxidativos, como la citrato sintasa, incluye
también la ciclooxigenasa (COX), pieza clave de la via oxidativa al ser la enzima terminal en la
cadena de transporte electrénico (Wibom 19921%%),

Musculos respiratorios

En estudios realizados en ratas a nivel de los musculos espiratorios (oblicuo mayor), se
observd que el entrenamiento inducia un rapido incremento en la capacidad oxidativa. Sin
embargo, este aumento no se acompaiaba de una elevacion de la proteina GLUT-4 (isoforma
especifica de la proteina transportadora de glucosa), a diferencia de lo que ocurria en sus
musculos periféricos, en los que existia una correlacion entre el nivel de esta proteina y la
actividad oxidativa (Halseth 1995%).

Si bien los incrementos en la actividad enzimatica de los musculos espiratorios se
observaron ya a las 4 semanas, el incremento en el diafragma sélo se vié a las 8 semanas. Esto
puede indicar que el diafragma (activo principalmente en la ventilacion) ya posee una capacidad
oxidativa elevada; mientras que esa capacidad es menor basalmente en la musculatura de la
prensa abdominal. Este Ultimo grupo muscular puede responder asi a un estimulo de
entrenamiento de mas corta duracion que el que se necesita para invocar una respuesta
adaptativa en el diafragma. Ademas, el nivel de enzimas oxidativos aumentd a nivel del
diafragma en su porcion costal, sin cambios en la porcidn crural. Este resultado apoya el hecho
de que la porcién costal posee una mayor plasticidad metabdlica que la crural; posiblemente
como resultado de los diferentes requerimientos funcionales y metabodlicos.

Los niveles de proteina GLUT-4 no se alteraron en ninguno de los miusculos
respiratorios estudiados. El hecho de que esta proteina no aumente en el diafragma después
del entrenamiento, implica que el incremento en su capacidad de transportar glucosa
posiblemente sea debido a un aumento en la capacidad de los transportadores de glucosa

existentes para atravesar la membrana plasmatica (Halseth 1995'%),
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Los sujetos sanos presentan una actividad de CS y HADH (3-hidroxi-acetilcoA
deshidrogenasa) mayor en el diafragma que en el dorsal ancho, al igual que ocurre con los
enzimas glicoliticos, lo que nuevamente sugiere que el diafragma es un musculo ya altamente
entrenado en circunstancias normales (Sanchez 1984'2%). Cuando se analizd la actividad
enzimatica en el intercostal, sin embargo, no estaba aumentada. Esto reforzaria la idea de que
este musculo es usado moderadamente en sujetos sanos y que el diafragma es el principal
musculo inspiratorio (Sanchez 1988'%°).

En estudios llevados a cabo en pacientes con EPOC se ha observado que la actividad

de CS y HADH estaba aumentada en el intercostal, hallandose una correlaciéon negativa con el
FEV, y positiva con los volimenes pulmonares (Sanchez 1988'%). Esto reforzaria la idea de que
el musculo intercostal juega un papel importante en los pacientes con EPOC y que la
enfermedad tendria un “efecto entrenamiento” sobre este musculo. En otro estudio se observo,
sin embargo, que en el intercostal en los pacientes con EPOC existia una actividad glicolitica
aumentada, que afectaria tanto a la parte comdn de la glicdlisis (PFK) como a su fase
anaerdbica (LDH), y seria proporcional a la gravedad de la enfermedad. Por el contrario, la
actividad oxidativa parece hallarse conservada, lo que podria ser resultado de los efectos
contrapuestos de diversas adaptaciones estructurales. Como se sabe, los intercostales son
musculos accesorios de la inspiracion, y su actuacion es progresivamente mas importante en
situaciones en las que existe un aumento de carga (Pasté 2001'2°).

Al analizar el diafragma algunos autores han observado que la actividad enzimatica oxidativa en
este musculo esta disminuida en los pacientes con EPOC, aunque este nivel sigue siendo mayor
que en el dorsal ancho (Sanchez 1984'*%). La disminucidn en la actividad enzimatica es
consistente con la hipdtesis de que la EPOC ejerce un efecto desentrenamiento sobre el
diafragma. Aunque los pacientes estudiados no presentaban una enfermedad grave, la
actividad enzimatica disminuye proporcionalmente al incremento de la carga y los cambios en la
configuracion. Por tanto se podria asumir que la actividad enzimatica seria un indice mas
sensible que otros a los efectos de la enfermedad sobre el muisculo diafragmatico.

En otros estudios, sin embargo, no se encontraron diferencias en la capacidad oxidativa

diafragmatica entre sujetos sanos y pacientes con EPOC (Pasté 1998'3). Asimismo tampoco se
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observaron correlaciones entre la actividad enzimatica, los parametros ventilatorios y el
intercambio de gases. Esto podria reflejar mas la suma de la respuesta al “entrenamiento” y de
factores sistémicos deletéreos, ligados a la EPOC. Ademas se observd una disminucion en la
actividad glicolitica. Esto reflejaria la transformacion de fibras que se producen en estos
pacientes, con una sustitucion progresiva de las fibras de tipo glicoliticas y de contraccion
rapida, por fibras resistentes a la fatiga y de metabolismo mixto o aerdbico (Pastd 19983).
Musculos periféricos

A nivel de la musculatura periférica de las extremidades inferiores (vastus /ateralis) se
ha observado en seres humanos, que el entrenamiento de velocidad (sprint) no producia
cambios en el potencial oxidativo. En cambio el desentrenamiento si determinaba una
disminucién de la capacidad oxidativa (Linossier 1997'%).

Los pacientes con EPOC presentan a nivel del musculo periférico de las
extremidades inferiores (cuadriceps) una disminucion de la capacidad oxidativa en
comparacion con sujetos sanos. Como mecanismo implicado se ha propuesto la hipoxemia,
dado que la exposicidon cronica a esta situacion puede deteriorar la capacidad oxidativa de la
célula muscular esquelética (Maltais 1996'2!). En contra existen otros estudios en los que el
entrenamiento de una pierna en condiciones hipobaricas y de isquemia aumentaba la actividad
de la CS (Holm 1972!%), Otra explicacion para la reduccion de la capacidad oxidativa observada
en los musculos periféricos de los pacientes con EPOC, podria ser la inactividad fisica. La
inmovilizacidon causa una transformacion de las fibras de contraccion lenta a rapida, con una
menor capacidad oxidativa. Asi en un estudio de actividad enzimatica tras un periodo de
inmovilizacion de 6 semanas por cirugia de rodilla, se observd un descenso entre un 20-30% de
los enzimas oxidativos (Jansson 1988!%°). También la pérdida de masa muscular en pacientes
con EPOC puede asociarse a una reduccion en la capacidad oxidativa (Maltais 1996'2).

A su vez, la actividad de la COX parece incrementada en pacientes con EPOC,
especialmente en aquellos con insuficiencia respiratoria cronica. Esto parece ir en contra de
otros estudios en los que se demostré una disminucion de la capacidad de los enzimas
oxidativos en los musculos periféricos de estos pacientes. Se podria considerar que dado que se

trata de enzimas que actlan a diferentes niveles (CS en el ciclo del acido citrico y COX en la
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cadena del transporte electronico) su regulacion también fuera diferente. Ademas el hecho de
que esté preservada la actividad de la COX podria sugerir que ambas rutas metabolicas
estuvieran “desacopladas” en los pacientes con EPOC, pudiendo ser muchos los potenciales
mediadores en esta respuesta divergente (hipoxia, 6xido nitrico y varias citokinas, entre ellas el
TNF-a) (Sauleda 19981%),

A nivel de las extremidades superiores (deltoides) la capacidad oxidativa es similar a la
de sujetos sanos, aunque parece estar incrementada en pacientes con enfermedad mas grave.
Esto podria indicar un fendmeno de tipo adaptativo similar al inducido por el entrenamiento y
derivado de una cierta accién del misculo como fijador de la cintura escapular y parte alta del
torax durante el esfuerzo ventilatorio (Gea 2001?).

6.7.3 Densidad capilar

La angiogénesis es el proceso por el cual se forman nuevos vasos sanguineos. Es una
respuesta adaptativa al ejercicio, comln en el musculo esquelético. Se cree que la angiogénesis
esta mediada por factores angiogénicos que determinan la proliferacién y migracion de células
endoteliales y que la actividad angiogénica esta regulada por el balance entre factores
estimuladores e inhibidores. El factor angiogénico mas importante es el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), seguido de otros factores como el factor de crecimiento de los
fibroblastos (FGF-2) y el transforming growth factor (TGF-B,).

Los mecanismos reguladores no estan claros, aunque estudios recientes indican que la
hipoxemia y/u otras alteraciones metabdlicas podrian ser posibles estimulos (Gustafsson
2001%?), Esta teoria estd avalada por numerosos estudios que muestran un incremento en la
angiogénesis inducida por ejercicio cuando se reduce el flujo sanguineo a nivel de una
extremidad, tanto en animales como en humanos (Yang 1991*3, Sundberg 1994'*%). El ejercicio
en condiciones de hipoxia determina en ratas un incremento en la expresion de VEGF mRNA
cuando se compara con ejercicio bajo condiciones de normoxia, sin que se observen cambios
en la expresién de FGF-2 y TGF-B;. Esto sugeriria que la reduccién local en la PaO, podria ser
importante en la induccién de la expresion de VEGF en respuesta al ejercicio, y por tanto un
importante estimulo angiogénico (Breen 1996'*). En humanos expuestos a condiciones de

hipoxia marcada durante el ascenso al monte Everest se ha observado un incremento en la
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densidad capilar. Sin embargo este hecho vendria determinado mas por una reduccién en el
tamafio de las fibras musculares que por incremento capilar real (Hoppeler 1999'3¢).

Un argumento en contra del papel del oxigeno como principal estimulo antigénico en el musculo
esquelético es el hecho de que empleando estimulacion eléctrica (durante la cual no hay
obviamente cambios en los niveles de oxigeno), también se produce una significativa respuesta
angiogénica (Hudlicka 1990%7).

El entrenamiento induce aumentos tanto en la actividad oxidativa como en la densidad
capilar. Se ha sugerido que el incremento en el consumo periférico de oxigeno y su utilizaciéon
son debidos mas al primer aspecto que al segundo (Blomstrand 1997*#). Sin embargo, estudios
realizados en condiciones de hipoxia e hiperoxia indicarian que la capacidad de difusion del
oxigeno es un factor importante en la utilizacién periférica de este gas. Por tanto, el incremento
en el nimero de capilares determinaria una mayor superficie para la difusion. Asimismo el
mayor potencial para extraer sustratos de la sangre puede contribuir a una mayor capacidad de
ejercicio, especialmente durante largos periodos de entrenamiento. En éstos, la dependencia
del sustrato a nivel muscular es un factor importante.

El aumento en el nimero de capilares precede al incremento en la actividad enzimatica
mitocondrial. Sin embargo se podria especular que el incremento en el aporte de oxigeno,
mediado por una mayor vascularizacion, podria ser necesario y suficiente para incrementar el
potencial oxidativo mediado por el ejercicio en el musculo esquelético (Skorjanc 1998'). No
obstante, parece ldgico pensar que aungue se incremente la cantidad de capilares y, por ende,
el aporte de oxigeno al musculo, la capacidad de los enzimas oxidativos se mantenga entonces
como elemento limitante.

En los anos 70 se publicaron los primeros estudios en seres humanos, que mostraron la
presencia de un mayor nimero de capilares en el musculo esquelético en respuesta a la
actividad fisica (Ingier 1979**%). Asimismo también se observd que el cese de dicha actividad
inducia rapidamente una regresién en la capilaridad (Klausen 1981**). Sin embargo, no esta
establecida la intensidad y duracion del ejercicio capaz de inducir cambios en la capilarizacion.

Generalmente regimenes de entrenamiento de baja intensidad no producen cambios en la
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capilaridad. Tampoco ejercicios de corta duracién y alta intensidad, como el sprint, han
demostrado una consistente adaptacion en el nimero de capilares (Tesch 1984%).

La variable que se usa mas frecuentemente para medir la densidad capilar es el nimero
de capilares por fibra. Con esta variable se eliminan los errores debidos a la técnica o cambios
en el area fibrilar (Andersen 1977**). Sin embargo, la densidad por area fibrilar suministra una
informacién complementaria de gran interés dado que permite valorar el nimero de capilares
que nutren una determinada superficie celular.

Musculos respiratorios

En estudios post-morten realizados en humanos sanos se ha observado que el
contenido capilar del diafragma es aproximadamente de 2 capilares por fibra (1.9 + 0.1), algo
mayor a lo observado en intercostales tanto externos como paraesternales (1.6 + 0.1). Son, sin
embargo, los intercostales internos los que tendrian el mayor nimero de capilares (2.3 + 0.1).
Esto guardaria relacion mas con la funcion de cada musculo (inspiracion/espiracion) que con
razones anatémicas (Mizuno 1985, Mizuno 1989'%),

En los pacientes con EPOC se ha descrito un aumento en la densidad capilar tanto
del diafragma (Orozco-Levi 1995%¢) como a nivel de los musculos intercostales (Jiménez-
Fuentes 1999%). Estos cambios serian proporcionales al grado de alteracién obstructiva y por
tanto a la actividad de los musculos respiratorios. La ausencia de relacion entre la densidad
capilar y la Pa0O, o la desaturacion con el esfuerzo indicarian, que la hipoxemia no jugaria un
papel determinante en la angiogénesis en los pacientes con EPOC (Jiménez-Fuentes 1999%).

Miisculos periféricos

A nivel de los musculos periféricos de las extremidades inferiores, el contenido capilar
en sujetos sanos es similar al del diafragma (1.8 + 0.1) (Mizuno 1989'*). En los pacientes con
EPOC la densidad capilar esta relativamente preservada a este nivel (Whittom 1998'%), aunque
seria posible inducir incrementos mediante el entrenamiento.

A nivel de la musculatura de extremidades superiores, se ha visto que en sujetos sanos
sometidos a entrenamiento de resistencia se producia un incremento de la densidad capilar a

nivel del biceps tras 12 semanas de ejercicio (McCall 1996'*’). Sin embargo, no existen hasta la
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fecha datos sobre cual seria la densidad capilar en los misculos de las extremidades superiores

en sujetos con EPOC.

a) Densidad capilar en individuo sano b) Densidad capilar en EPOC

Figura 20. (Inmunohistoquimica empleando un anticuerpo monclonal contra la molécula

CD34. Muestra de diafragma, corte tranversal. Imagenes propias).
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6.8 CAMBIOS INDUCIDOS POR EL ENTRENAMIENTO EN LOS MUSCULOS

ESQUELETICOS

Como se ha mencionado ya, la adaptacion se define como un cambio estable que se
produce en las propiedades estructurales o funcionales de las células, tejidos u organos
después de un periodo de estimulo (p.e. ejercicio) repetido. Aunque el estimulo se detenga, la
adaptacion se mantiene durante un tiempo antes de empezar a desaparecer.

Segln sus caracteristicas metabdlicas, la sobrecarga muscular crénica se clasifica en dos tipos:
aerdbica y anaerdbica. La segunda se caracteriza por implicar grandes proporciones de masa
muscular esquelética en ejercicios ritmicos de elevada intensidad y corta duracion. El consumo
de O, se incrementa mas del doble sobre el valor de reposo. Por el contrario, la sobrecarga
aerdbica (conocida también como entrenamiento de resistencia) consiste en repeticiones de
gjercicios de baja frecuencia (3-10 series de 6-8 repeticiones/serie) y con cargas submaximas
(65-75% o incluso menos de la contraccion voluntaria maxima), intercalados con periodos mas
0 menos prolongados de reposo (Macdonagh 1984%%).

El tipo de ejercicio determina el tipo de adaptacién que afecta tanto a la estructura como a la
funcion de los musculos esqueléticos.

El entrenamiento anaerdbico provoca hipertrofia de las células musculares con
aumento de la masa muscular y la fuerza (Heilig 1983'*), aunque de forma relativamente lenta
(0.1% por dia). Es lo que ocurre en la halterofilia o el culturismo. Este tipo de entrenamiento
determina un aumento en el porcentaje relativo y tamaiio de las fibras de contraccién rapida
(Tesch 1989'%%), disminuye el volumen mitocondrial (Luthi 1986'!), reduce la actividad
enzimatica oxidativa (Tesch 1989*°) y no parece tener efecto importante sobre la densidad
capilar, aunque puede llegar incluso a disminuirla ligeramente.

El entrenamiento aerdbico por el contrario, no induce hipertrofia. Determina un incremento
en la capacidad del mudsculo para el metabolismo aerdbico con un aumento de la resistencia
(Hoppeler 1986'%2). Es lo que ocurre en los atletas de competicion de largas distancias. Este
tipo de entrenamiento disminuye el area de las fibras rapidas (Gollnick 1973''*), aumenta la
proporcion de las lentas, la densidad mitocondrial y la actividad enzimatica oxidativa. También

incrementa la densidad y ndmero de capilares por fibra muscular (Saltin 1983'>%). Estos
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hallazgos indican que las respuestas moleculares y celulares son diferentes seguin el tipo de
entrenamiento, con diferentes patrones de expresion de proteinas tanto estructurales como
enzimaticas en el muisculo esquéletico. En humanos, la combinacion de entrenamientos
aerdbico y anaerdbico determina que la fuerza desarrollada por el musculo esquelético sea
menos rapida que cuando se realiza solamente entrenamiento anaerdbico (Dudley 1985'*, Sale

1990'%%). Sin embargo, se obtiene un buen balance entre fuerza y resistencia.
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7 HIPOTESIS

Se sabe que los misculos respiratorios estan sometidos a una sobrecarga cronica en
los pacientes con EPOC, que incrementa su trabajo y modifica la mecanica de su contraccion.
Esto determina un deterioro funcional pero al mismo tiempo cambios adaptativos a nivel
estructural. Estos cambios estructurales consisten en un menor tamafio de las fibras musculares
a medida que se incrementa el grado de obstruccion, un aumento en la proporcion de fibras
lentas, un incremento de la densidad mitocondrial y una disminuciéon de la longitud de las

sarcomeras en relacion con la gravedad de la obstruccion y el grado de atrapamiento aéreo.

Hipotesis 1

En los misculos respiratorios de sujetos con EPOC se observaran cambios en las
diferentes estructuras implicadas en la capacidad oxidativa (entre otras, expresion diferencial de
proteinas estructurales, actividad enzimatica y densidad capilar). Dicha actividad se hallara
aumentada o como minimo conservada. Estos cambios seran proporcionales a la gravedad
de la alteracion funcional, pero su intensidad sera variable dependiendo del componente
analizado.
Por otro lado, esta la situacién de los misculos periféricos en la propia EPOC. Aqui la
situacion sera totalmente distinta. Diversos trabajos sugieren que existe un
desacondicionamiento o incluso una miopatia especifica. En los dos casos cabria esperar
alteraciones en las principales vias metabdlicas, en el sentido de disminuciones o desajustes
en las actividades enzimaticas. No obstante, recientemente se ha sugerido un fendémeno de
"compartimentalizacion" de las alteraciones estructurales en los diferentes misculos de las
extremidades. Es decir, que éstas estarian condicionadas por fendmenos locales dependiendo
del musculo o grupo muscular analizados. Por tanto, un analisis de la actividad metabdlica en

musculos periféricos debe tener en cuenta el area del organismo analizada.

74



Hipdtesis 2

Los musculos periféricos de los pacientes con EPOC mostraran al menos dos
comportamientos respecto a su actividad metabolica. Aquellos localizados en las extremidades
inferiores, presentaran una menor actividad oxidativa, con cambios menores en la actividad
glicolitica. No se observaran cambios relevantes en los componentes estructurales vy
metabdlicos que participan en la actividad oxidativa de los musculos periféricos localizados en la
cintura escapular, donde los efectos deletéreos sistémicos y de semi-condicionamiento
(derivados de su uso como auxiliares en el esfuerzo ventilatorio), posiblemente se

contrarrestaran.
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8 OBIJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL

Valorar simultaneamente y con diferentes aproximaciones estructurales y metabdlicas la

capacidad oxidativa de los musculos respiratorios y periféricos en pacientes con EPOC.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar la expresion de proteinas estructurales con elevada influencia en la determinacion
del metabolismo fibrilar. En concreto, la expresion de las isoformas de cadenas pesadas de
miosina (MyHC) en los musculos respiratorios, (en concreto, diafragma e intercostal
externo) asi como en los musculos esqueléticos periféricos (deltoides) en sujetos con
funcién pulmonar normal y en pacientes con EPOC en todo su espectro de gravedad.

Asimismo, establecer las relaciones existentes con la funcidon muscular.

2. Determinar la actividad enzimatica global del musculo mediante el estudio de enzimas

claves de las vias oxidativa y glicolitica.

3. Analizar la actividad de enzimas fibrilares ligadas a la modalidad de contraccién y

metabolismo predominante (actividad ATPasa).

4. Evaluar la densidad capilar como elemento participante en la actividad oxidativa en estos

mismos musculos y en ambos grupos de estudio.

5. Estudiar las relaciones entre los diferentes sistemas de evaluacién de la capacidad

oxidativa.
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9 MATERIAL Y METODOS

9.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio transversal, de casos y controles, en el que se realiza un analisis
de la capacidad oxidativa de los musculos respiratorios y periféricos en pacientes con EPOC en
todo el espectro de gravedad de la enfermedad.

El estudio fue disefiado atendiendo a los principios de la declaracion de Helsinki y fue aprobado

por el Comite de Etica de nuestra institucion.

9.2 POBLACION

Se incluyeron un total de 34 pacientes, procedentes de los Servicios de Neumologia,
Aparato Digestivo, Cirugia Toracica y Cirugia General del Hospital del Mar.
Se trataba de pacientes que eran sometidos a toracotomia o laparotomia por lesion localizada
pulmonar o abdominal.
Todos ellos aceptaron de forma voluntaria la participaciéon en el estudio y firmaron el
correspondiente consentimiento informado.
A continuacién se sefalan los criterios de inclusion y exclusién empleados en la seleccion de los

pacientes.

9.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

— Sexo masculino (para evitar interferencias con factores hormonales y de desarrollo muscular).

— EPOC: la presencia de esta entidad se defini6 como un FEV,/FVC <70% y un FEV; <80%
pred. Dentro de los pacientes con EPOC se establecié una subpoblacion de enfermos "mas
graves", considerando como tales a aquellos con un FEV1 < 45% pred. Se consideré que
existia atrapamiento aéreo cuando el RV >120% pred.

— Estabilidad clinica (mas de 2 meses desde la Ultima exacerbacion), en el caso de pacientes
con EPOC.

— Lesion localizada (de naturaleza neoplasica o no) pulmonar o abdominal, que requeria

tratamiento quirtrgico (toracotomia o laparotomia, respectivamente).
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9.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

— Sexo femenino (por los motivos ya citados y basados en la prevalencia de la enfermedad en

nuestro medio).
— Insuficiencia respiratoria crénica (PaO, < 60 mm Hg respirando aire ambiente).
— Hiperreactividad bronquial, definida por un incremento del FEV1 >200 ml y un 12%, después
de la inhalacién de 200 pgr de salbutamol.
— Presencia de enfermedades asociadas con potencial afectacion muscular:
o Diabetes mellitus y otras endocrinopatias (hiper/hipotiroidismo, disfuncion hipofisaria,
etc).
o Nefropatias
¢ Hepatopatias
¢ Enolismo > 80 grs/dia
» Deformaciones de la caja toracica, afectacion pleural o secuelas post-tuberculosis
¢ Enfermedades neuromusculares
« Insuficiencia cardiaca
e Malnutricion
- Neoplasias en fase avanzada, con evidencia de enfermedad metastdsica o con la
coexistencia de sindrome paraneoplasico o alteracion de la funcion hepatica.
- Antecedentes de cirugia abdominal o toracica.
- Tratamiento cronico con farmacos que pueden alterar la funcidon o estructura muscular:
corticoides, antagonistas del calcio, beta-bloqueantes, anabolizantes, insulina, diuréticos,

digoxina, hormonas tiroideas, ....
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9.3 TECNICAS

En los pacientes incluidos se estudiaron las siguientes areas:

a) estado clinico y nutricional

b) funcidon muscular global

c) funcién respiratoria y de los propios musculos respiratorios

d) actividad oxidativa de los musculos respiratorios (diafragma e intercostal) y de
extremidades superiores (deltoides).

9.3.1 Evaluacion clinica y del estado nutricional

Se realizd una historia clinica completa y exploracion fisica protocolizada en todos los
pacientes.

o Fvaluacion del estado nutricional

Se valord mediante parametros bioldgicos y antropométricos.

a) Parametros bioldgicos

Perfil hepatico y renal, hemograma, proteinas totales, albimina, globulinas, indice
albumina/globulinas, colesterol, triglicéridos y tiempo de protombina.

b) Parametros antropométricos

Peso, talla, indice de masa corporal (BMI = peso/talla®) e indice de masa magra (LBM =
1.281 x BMI™®)

9.3.2 Evaluacion de la funcion muscular global

La fuerza se evalué mediante una dinamometria manual con un dinamémetro SS25L
(Byopac System Inc. Santa Barbara, Ca, USA). Se considerd la fuerza maxima ejercida, en tres
intentos consecutivos, por la mano no dominante. Se consideraron como valores de referencia
157_

los publicados por Mathiowetz

9.3.3 _Evaluacion de la funcién respiratoria

1. Funcién pulmonar

a) Espirometria forzada

Se realizd con un espirometro Datospir 92 (Sibel, Barcelona), en condiciones basales y
tras la inhalacion de 200 pgr de salbutamol. Se utilizaron valores de referencia para la poblacion

mediterranea (Roca 1986%%).
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b) Volimenes pulmonares estaticos

Se determind el volumen de gas intratoracico (ITGV) con un pletismdgrafo corporal
Masterlab (Jaegger, Wiirzburg, Alemania), tomando también como valores de referencia los de
poblacién mediterranea (Roca 1998'%°). Se asumid el ITGV como valor aproximado de la FRC.
Tanto la capacidad pulmonar total (TLC) como el volumen residual (RV) se calcularon a partir
de este valor y los obtenidos en la espirometria lenta.

c) Resistencia de la via aérea

Se midid6 mediante el pletismdgrafo corporal antes mencionado. A partir del valor de la
resistencia se obtuvo la conductancia (Gaw) y la conductancia especifica para un determinado
volumen pulmonar (Sgaw).

d) Capacidad de transferencia del monédxido de carbono (DLco)

Se determind mediante el método de respiracion unica con un medidor de gases
integrado con el pletismdgrafo corporal, y utilizando los valores descritos para poblacion
mediterranea (Roca 1990'%°). También se obtuvo la correccién del mencionado pardmetro para
el volumen alveolar (Kco 0 indice de Kroght).

e) Gasometria arterial

Las muestras de sangre se obtuvieron, previa realizacién de la prueba de Allen, por
puncion de la arteria radial de la mano no dominante. La muestra fue procesada mediante
polarografia convencional (ABL 330; Radiometer, Copenhague, Dinamarca).

f) Patrdn ventilatorio

Se determind mediante un neumotacdmetro (Screenmate; Jaeger. Wiirzburg, Alemania)
que permitia realizar un registro continuo del volumen corriente (Vt), tiempo inspiratorio (Ty),
tiempo respiratorio total (T1or) Y frecuencia respiratoria (RR). El volumen minuto (Vg) se calculd
a partir de Vt y RR. La senal obtenida se registré en dos sistemas digitales dependiendo del
periodo del estudio (Labview 3.0, National Instruments, Austin, Tex, USA; y Biopack Systems
Inc, Santa Barbara, CA, USA).

9.3.4 _Evaluacion de los musculos respiratorios

Se evalud la fuerza y resistencia de los musculos inspiratorios, tanto de forma global

como especificamente las del diafragma.
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1. _Fuerza de los musculos respiratorios

a) Mdsculos inspiratorios de forma global

Se midid la presidon maxima en boca (PI,m,s) desde volumen residual (RV), en un

esfuerzo inspiratorio maximo contra la via aérea ocluida, utilizando un mandémetro dotado de
una pieza bucal obturable.
Como medida de la presidn intratoracica se evalu6 la presion esofagica a volumen corriente
(PLes) y la presion esofagica maxima (PI,esms) obtenida durante una maniobra de inhalacién o
"sniff” desde capacidad residual funcional (FRC). Esta medida se obtuvo mediante la colocacion
de un catéter con un baldn distal de latex a nivel del tercio medio esofagico. El catéter estaba
conectado en su porcidn distal a un transductor de presion Transpack-II (Abbot, Chicago, IL,
USA) y este ultimo al sitema de registro mencionado anteriormente.

b) Diafragma

Para evaluar la fuerza especifica del diafragma, se calculd la presion transdiafragmatica a
volumen corriente (PI,di) y presion transdiafragmatica maxima (PI,dins, obtenida durante la
maniobra de inspiracion nasal forzada y rapida). La PI,di se calculd6 como la diferencia
aritmética entre la presién gastrica (PI,ga) y la esofagica (PI,es). La primera se obtuvo con la
colocacion de un segundo catéter con baldn distal posicionado mas alla del cardias (a unos 50
cm del orificio nasal).

2. Resistencia de los musculos respiratorios

El estudio de resistencia se realizd de forma global para todos los mUsculos respiratorios.
Se llevd a cabo una prueba de Martyn modificada, que consistia en hacer respirar al paciente a
través de una valvula con dos vias, una inspiratoria y otra espiratoria (Hans Rudolph, Kansas
City, Kansas, USA). En el circuito inspiratorio estaba intercalada una valvula de tipo umbral
unidireccional. Para que se produjera la apertura valvular y el establecimiento de flujo aéreo se
requeria una presién constante minima y proporcional a la carga utilizada.
La prueba se realizaba en dos fases:
1. Fase incremental: En ésta se colocaban, en el circuito inspiratorio, cargas progresivas de 50
grs cada dos minutos hasta la claudicacién del paciente. De este modo se determind la

presion maxima tolerada (PI,thysy).
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2. Fase de carga submaxima constante: En ella el paciente respiraba contra un 80% de su
PLthns hasta la caludicacion; obteniéndose el tiempo limite (TI,thgy,) 0 “tiempo de
aguante”.

Durante la realizacidon de esta prueba se registro la presion en boca a través de la colocacion de

un catéter conectado en el circuito inspiratorio, y a su vez con un transductor de presion y el

sistema de registro antes mencionado.

Al mismo tiempo se midié el consumo maximo de oxigeno (VO,), produccién de anhidrido
carbonico (VCOZ), cociente respiratorio (RQ) y patrén ventilatorio. Para su obtencién se conectd
el circuito respiratorio comudn a un sistema de andlisis metabdlico (Oxycon, version 3.2, Jaeger,

Wirzburg, Alemania).

A partir de la evaluacion de la fuerza y resistencia musculares se obtuvieron una serie de
parametros indicativos de la efectividad de los musculos respiratorios y su reserva frente a la
fatiga:

- Reserva ventilatoria de los musculos respiratorios

Se define a partir de la relacion entre la presibn media y la presion maxima
desarrolladas por la totalidad de los musculos respiratorios o a partir del indice tension-tiempo
de los mismos, (TTmr). También se calculé la reseva ventilatoria especifica del diafragma
(definida a partir de la relacion entre la presion media y la presion maxima desarrolladas por

este musculo o a partir del indice tensidn-tiempo del mismo, TTdi). Respectivamente:

TTmr = PLes / PLesma X Ty/Tror

Ttdi = PL,di / PILdimsx X Ti/T1or

Se entiende como reserva frente a la fatiga el nivel en el cual no es posible
mantener una carga determinada mas allad de un corto espacio de tiempo sin que se produzca
el fracaso muscular. Como se ha mencionado anteriormente, se considera que el dintel tiene
un valor > 0.15 en individuos sanos y > 0.20 en sujetos con EPOC (Bellemare y Grasino

1983%).
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- Efectividad de los musculos respiratorios

Se define como la presion necesaria para movilizar un Vt determinado. Se considera
como la relaciéon Vt/PI, cuando es para todos los musculos respiratorios, y la relacion Vt/PI,di si
sblo se valora el diafragma.

Ademas, a partir de la diferencia entre \/Ozméx medido a PI,th,s Yy el \/OZméx basal se definié una
nueva variable: VOZméxMR. Este valor se asume, en esta tesis, como representativo del consumo

de oxigeno maximo especifico de los musculos respiratorios.

9.3.5 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

El grupo de pacientes con lesidon pulmonar fue intervenido segun la técnica quirdrgica
convencional con intubacién orotraqueal selectiva. Se practico toracotomia a través del quinto o
sexto espacio intercostal ipsilateral a la lesion. La muestra diafragmatica se obtuvo siempre en
la porcidn muscular situada a 2-3 cm del angulo costofrénico en su interseccion con la linea
medioaxilar.

En los pacientes con patologia digestiva la via de acceso al diafragma fue a través de
laparotomia supraumbilical y se obtuvo la muestra en la porcién muscular del diafragma
izquierdo también a 2-3 cm del seno costofrénico. Para ello se ejercia una ligera traccién que
determinaba la formacion de una clipula convexa hacia la cavidad abdominal y concava hacia la
cavidad toracica. Se cerraba esta clpula con puntos de sutura, lo que daba lugar a la creacién
de un bolsa de tabaco. De esta forma se evitaba la entrada de aire en la cavidad pleural y la
consiguiente aparicién de neumotdrax. Posteriormente se realizaba la biopsia de esta clpula
traccionada y por ultimo la sutura manual del mdsculo y la membrana peritoneal (Pasto
200061,

Las muestras obtenidas se dividieron en fragmentos de aproximadamente 3 mm?® para su
procesamiento como se describira mas adelante.
La obtencién de las muestras del intercostal externo se llevd a cabo en el transcurso de

la toracotomia. En el momento en el que se iba a seccionar el intercostal, se cogia una porcion
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de musculo con una pinza de Allis, posteriormente se cortaba con unas tijeras de diseccion y se
realizaba hemostasia con electrocoagulacion.

En el caso del deltoides se procedia a incisién del plano cutaneo, diseccion del tejido
subcutaneo hasta visualizar el musculo. A continuacion se llevaba a cabo el mismo
procedimiento que el descrito para el intercostal. Finalmente se practicaba la hemostasia con
electrocoagulacion o con punto de sutura y cierre del plano cutaneo con seda quirlrgica.

El tamafio de las muestras obtenidas oscilaba, en todos los casos, entre 0.5 y 1 cm de

longitud.
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Figura 21. Toma de biopsia diafragmatica por toracotomia

Figura 22, Toma de biopsia de intercostal por toracotomia
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9.3.6 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

El procesamiento y anadlisis de las muestras se llevd a cabo conjuntamente en el Servicio

de Anatomia Patoldgica del Hospital del Mar y en el Laboratorio de Biologia Celular, del grupo

de Neumologia (Unidad de Investigacion Respiratoria y Ambiental, IMIM).

Las muestras se procesaron todas de la misma manera.

1. Distribucion y congelacion

Una vez obtenida la biopsia muscular, segun el procedimiento descrito en el apartado

anterior de este capitulo, se procesod de la siguiente forma:

a)

b)

El primer fragmento muscular se preservd en formaldehido al 10% y posteriormente se
incluyé en parafina. Los cortes de tejido se realizaron con un microtomo (Leica RM 2035,
Nussloch, Alemania) en secciones de 5 micras, siempre con las fibras musculares orientadas
perpendicularmente al plano de corte. Posteriormente los cortes consecutivos se fijaron a
un portaobjetos y se utilizaron para realizar los estudios de microscopia optica convencional
e immunohistoguimica (tipificacion de fibras y evaluacion de la densidad capilar).

el segundo fragmento se coloco sobre una pequena porcidon de papel de filtro que servia de
soporte y después de la orientacion en sentido transversal de sus fibras se procedio a la
congelacion de la misma, previa cobertura con un gel de congelacién (Ornitil-Carbamil-
transferasa, OCT). La muestra se introdujo en una solucion de isopentano enfriado en
nitrégeno liquido durante unos 60-70 segundos y posteriormente en el propio nitrdgeno
liquido. Finalmente las muestras se almacenaron a —80° hasta el momento de su utilizacion.
Esta muestra se utilizd para la determinacion de las proporciones fibrilares con técnicas
enzimaticas (ATPasa).

el tercer fragmento muscular se colocd en un criovial y se congeld directamente en un
termo con nitrégeno liquido. Una vez realizada esta técnica se transporté a un congelador
donde se almacend a -80°C hasta el momento de su procesamiento. Esta muestra es la que

posteriormente se utilizo para las determinaciones enzimaticas.
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2. _Muestra incluida en parafina

a) Obtencion de los cortes histoldgicos (parafina)

Al tejido incluido en parafina, se le realizd un primer corte histoldgico para determinar la
orientacion de las fibras musculares en tincién convencional de hematoxilina-eosina. La
orientacion correcta de los cortes de la biopsia muscular realizados en el microcriotomo, es
transversal y perpendicular al plano de corte.

Una vez que la muestra estuvo correctamente orientada, se realizaron cortes histoldgicos

consecutivos utilizando el microtomo antes citado. Los cortes de tejido fueron tratados

previamente con APES (3 aminopropiltrietoxilano 99%) (Sigma-Aldrich, Madrid) para aumentar
la adhesion del tejido, y se colocaron sobre un portaobjetos para ser almacenados a 4°C.

b) Desparafinaciéon de las muestras y amplificacion de la expresion antigénica del

tejido

Para desparafinar las muestras se realizd el siguiente protocolo:

- Se coloco el tejido en una estufa entre 70-75°C durante media hora para licuar la parafina.

- Se introdujeron los portaobjetos en tres bafios consecutivos de xilol (Prolabo,
MERCKeurolab, Paris, Francia) con una duracién de 20 minutos cada uno.

- Posteriormente se rehidratd el tejido, haciéndolo pasar por diferentes barios de alcohol en
concentraciones decrecientes (100, 100, 96, 96 y 70°) (MERCK, Merck KgaA, Darmstadt,
Alemania), cinco minutos en cada uno de ellos.

- Finalmente se dejo el tejido como minimo 5 minutos en PBS (solucidn buffer fosfato-salino,
pH 7.4) antes de procesarlo con la solucién de citrato de sodio.

Para obtener una mejor expresion antigénica del tejido en la técnica de inmunohistoquimica

gue se analizara a continuacion, se colocd la muestra de tejido, una vez desparafinado y

rehidratado, en una solucion de PBS + acido citrico 0.21% (Sigma Chemical, USA, Sigma;

Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania) en una olla de presion durante un segundo. Una vez

finalizado este proceso se dejo el tejido toda la noche a 4°C en solucion reciente de PBS.

c) Técnica de Inmunohistoquimica: tipificacion por MyHC y densidad capilar

La tipificacion de las fibras musculares se realizd utilizando una técnica de marcaje

inmunohistoquimico. De los dos cortes consecutivos de tejido que se colocaron en cada
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portaobjeto, uno se incubd con anticuerpo monoclonal frente a la isoforma de MyCH I (clon
MyHCs. Monoclonal antibody, Myosin Heavy Chain Type 1. Biogenesis, Poole, Inglaterra) y el
otro con anticuerpo monoclonal frente a la isoforma de MyCH II (clon MyHCf. Monoclonal
antibody, Myosin Heavy Chain Type II. Biogenesis, Poole, Inglaterra), como se describe a
continuacion. Las fibras se clasificaron en tipo I, II e hibridas. Las fibras hibridas son aquellas
gue presentan inmunotincién para ambos tipos de anticuerpos empleados.

La técnica de inmunohistoquimica se realizd de la siguiente forma:

¢.1) Tipificacion de MyCH

- El tejido, que estuvo toda la noche en PBS, fue lavado con PBS durante 5 minutos. Se
coloco entonces el primer anticuerpo, anti-MyHC I 6 anti-MyHC II segun correspondia a
cada corte, diluido en PBS+BSA (suero albumina bovina) al 1%, dilucién de trabajo 1:50, y
se incubd en camara himeda a 37°C durante 60 minutos. Estos anticuerpos monoclonales
son especificos para detectar las isoformas de miosina de cadenas pesadas, tipo I 6 tipo II,
del musculo esquelético humano (MyHC). No existen anticuerpos actualmente que permitan
la diferenciacion entre MyHC-IIa y MyHC-IIx.

- Finalizada la incubacidn se realizaron tres lavados con PBS durante 5 minutos cada uno.

- A continuacién se colocé sobre los dos cortes consecutivos de tejido el segundo anticuerpo,
anti IgG de ratdn conjugado con biotina (Universal Secondary antibody Biotin, ref AB6000,
The Binding Site, Birmingham, Inglaterra), diluido en PBS+BSA al 1%, dilucion de trabajo
1:15 y se incubd durante 30 minutos a 37° en cdmara himeda. Finalizada la incubacién se
lavd tres veces con PBS durante 5 minutos cada uno.

- El siguiente paso consistié en incubar los dos cortes consecutivos del tejido en H,0, al 6%
durante 15 minutos, para inactivar la peroxidasa endogena del mismo y posteriormente se
lavaron tres veces con PBS.

- A continuacion los cortes se incubaron en avidina-peroxidasa (ref IC019, The Binding Site,
Birmingham, Inglaterra), dilucion de trabajo 1:20, durante 30 minutos a 37° C. Al finalizar
la incubacion se realizaron 3 lavados con PBS en iguales condiciones a las anteriores.

- El revelado de la reaccién se realizd utilizando el sustrato de la peroxidasa H,O, y como

sistema cromogénico el DAB (3-3 diaminobenzidina). Fueron necesarios entre 5 a 10
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minutos para que las células marcadas positivizaran a color marrén. La reaccion enzimatica
se detuvo con agua destilada durante 5 minutos.

- Por ultimo se contrastd el tejido en hematoxilina de Mayer (20 segundos), y posteriormente
se elimind el colorante con abundante agua corriente.

- Para analizar los cortes histoldgicos se deshidratd el tejido en alcoholes (70, 96, 96, 100,
100°), durante 3 minutos cada uno; finalizando con dos bafios con xilol también de 3
minutos cada uno. Las muestras se montaron en el medio de montaje DPX (Panreac
Quimica, Barcelona).

¢.2) Estudio de /a densidad capilar (Técnica de inmunohistoguimica sistema Envision)

El CD34 es una molécula "cluster designation” (CD) que se expresa en el endotelio
capilar humano y no en las células musculares. Se empled un anticuerpo monoclonal anti CD34
para marcar los capilares que irrigan cada fibra muscular.

Una vez realizada la desparafinacion e hidratacion del tejido se procedid a la
recuperacion antigénica mediante calor. Para el CD34 esta recuperacion se realiza con
microondas a potencia de 250 w durante media hora en tampon EDTA 1 mM y a pH 8. El Ac
primario es anti-endotelial células CD34, clona QBEND/10 (Biomeda Corp, Foster City, CA, USA)
que se incuba durante media hora a 37°C. Posteriormente se procedio a inactivar la peroxidasa
endogena mediante H,0, al 6%. A continuacion se realizé la union del Ac secundario mediante
el sistema EnVision que consiste en un polimero de dextrano de alto peso molecular conjugado
al Ac secundario y a la enzima peroxidasa. Este sistema incrementa la sensibilidad de la técnica,
dado que la reaccién es sélo de dos pasos y se elimina el problema de la biotina enddgena. El
sistema de revelado se realiza con un sustrato (perdxido de hidrogeno) y un cromdgeno (3-3
diamino benzidina, DAB). Se procede posteriormente a tincidon de contraste con hematoxilina,
deshidratacion con gradiente creciente de alcoholes hasta xilol y montaje permanente de las
preparaciones con el medio de montaje DPX (Panreac Quimica, Barcelona) para su posterior
analisis. Toda esta técnica se realizd de forma automatizada mediante el aparato TechMate 500

(DAKO, Glostrup, Dinamarca).
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d) Analisis de las muestras de tejido muscular

Los cortes histoldgicos se analizaron mediante un microscopio optico (OLYMPUS, series
Bx 50F3, Olympus optical Co, Tokio, Japon) y las imagenes fueron digitalizadas empleando el
sofware PIXERA (VISUAL COMMUNICATION SYSTEM, Pixera studio 1.2, Pixera Corporation, Los
Gatos, CA, USA). Con la utilizacion de un programa de morfometria digital (NIH image, Version
1.60, USA) las imagenes digitalizadas fueron medidas y se determinaron los valores de
porcentaje de cada tipo fibrilar y tamafo. Se contabilizaron y midieron un minimo de 100 fibras
por muestra muscular.
Se utilizd la medida del didmetro minimo fibrilar para determinar el tamano de las fibras
musculares, ya que este parametro es el menos alterado por cambios accidentales en el plano
de corte.

En el caso de los cortes de fibras musculares teiidas con el anticuerpo anti-CD34 se

contaron, por microscopia éptica, el niUmero de capilares que irrigaban cada fibra muscular.
También se contabilizé un minimo de 100 fibras en cada caso.

3. Muestra incluida en OCT

a. Histoguimica enzimatica: Técnica de ATPasa

a.l. Corte
Se obtuvieron cortes de 6 um de espesor mediante un criotomo Cry-cut (Reichert-Jung,
Nusslock, Alemania) a una temperatura de —20°C. Posteriormente eran lavados con alcohol de
70°C, recubiertos de una sustancia adhesiva de gelatina (Gelatina Alumbre Cr) y adheridos a un
portaobjetos (76x26, Resy, Alemania). De este modo la pieza queda fuertemente adherida y
preparada para su tincion.
a.2 Técnica de ATPasa

Tras el corte y fijacién en los portaobjetos, se procedié a su incubacion a temperatura
ambiente durante 15 minutos en una solucidon compuesta por 2 cc de veronal sédico 0.1 M
(Merck Schuchardt, Munich, Alemania), 2 cc de cloruro calcico 0.18 M (Merck Schuchardt,
Munich, Alemania) y 6 cc de agua destilada (Grifols, Barcelona). Esta solucién fue ajustada a
diferentes niveles de pH para las diferentes determinaciones de la técnica (pH 9.4, pH 4.6, pH

4.2). Posteriormente las muestras fueron incubadas durante 45 minutos en una solucién de sal
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sddica de ATP (25 mg; Sigma, S Louis, MO, USA), cloruro calcico (1 cc, 0.18 M), veronal sodico
(2 cc, 0.1 M) y agua destilada (6 cc). Dicha solucion también se ajustaba a los diferentes
niveles de pH utilizados. El siguiente paso consistid en someter las muestras a diferentes
lavados: primero, en cloruro célcico al 1% (Merck, Schuchardt, Munich, Alemania) durante 10
minutos; en segundo lugar, en una solucién de cloruro de cobalto (Merck, Schuchardt, Munich,
Alemania) durante tres minutos; luego en veronal sodico 0.01 M; posteriormente en agua
destilada y por Ultimo en sulfuro amédnico (Panreac, Barcelona) durante 20-30 segundos, y agua
destilada. Finalmente se procedid a la deshidratacion de las muestras en alcoholes de
graduacion progresivamente superior (969, 999, 100°) y a un bafo final en xilol (Panreac,
Barcelona). Con este proceso se obtenia una coloracion diferente para cada tipo de fibra segin
el pH utilizado. Con el pH de 4.6 se pueden diferenciar los tres tipos de fibras: gris oscuro para
las de tipo I, gris tenue para las de tipo Ila y gris intermedio para las fibras de tipo IIb. Con el
pH de 9.4 las fibras de tipo I se ven de color gris tenue y las de tipo II gris oscuro. A pH 4.3 las
fibras de tipo I se ven de color gris oscuro y las tipo II gris tenue.

b. Analisis de la muestra

Se realiz6 de forma similar a la ya expuesta para la muestra de parafina.

4. Muestra preparada en criovial

a. Preparaciéon del homogeneizado celular

En primer lugar se determind el peso minimo de musculo necesario para realizar las
determinaciones enzimaticas que fue de 15-20 mg. Posteriormente se homogeneizd
manualmente el tejido criopreservado macerando el mudsculo con un pequefio mortero sobre
nitrogeno liquido y después se repartio en tubos tipo Eppendorfs.

b. Determinacion de la actividad de las principales enzimas musculares

A continuacion se afiadidé el tampon de homogeneizacion de enzimas formado por:
605.5 mg de Tris-HCL 50 mM, 148.9 mg de acido etilendiaminotetracético, EDTA 4 mM, 282.4
mg de fluoruro potasico 30 mM y 209 ul de 2 B-mercaptoetanol, 30 Mm. Se ajusté el pH a 7.0,
haciendo una dilucién total de la muestra a 1/20 (20 pl por cada mg). Se homogenizé con la
punta de teflon (en gel), cinco o seis veces, durante pocos segundos y a baja velocidad, y se

vigild que no quedasen restos de tejido en la punta ni en las paredes del tubo. Se centrifugoé a
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100 x g durante 20 minutos y se separd una aliquota homogénea del sobrenadante de unos
100 pl, para hacer la extraccién para la citrato sintasa (CS). En el mismo tubo se realiz6 una
nueva centrifugacion a 6800 x g durante 20 minutos y se separaron 100 ul del sobrenadante
para determinacion de fosfofructokinasa (PFK), lactato dehidrogenasa (LDH) vy creatin
fosfoquinasa (CPK).

b.1) Determinacion de /a Citrato Sintasa

La aliquota se diluyé hasta 1/40. En la cdmara fria se afiadid a cada tubo la cantidad de tritdn
necesaria para tener una concentracion final de 0.5% (10 pl de triton en 200 pl de muestra
1/40). Se agitd el homogenizado con agitadores magnéticos dentro de cada tubo durante unos
20 minutos. Se cogidé una aliquota de 100 pl, realizandose una dilucién de 1/40. A continuacion
se colocd en bano a 25° C y se realizaron dos determinaciones siempre (como maximo a los 5y
10 minutos).

Cabe recordar que la CS participa en la siguiente reaccion:

Malato+NAD --- Malato deshidrogenasa (MDH) ----p Oxalacetato+NAD*+H*
Oxalacetato+Acetil-CoA+H,0 --- Citrato Sintasa (CS) ----» Citrato+Coenzima A

Los reactivos se prepararon de la siguiente forma:

Tampon Trietanolamina (0.7 M): 1.04 g/10 ml (pH 8.5 con HCl), siendo su volumen clbico

de 420 ul y su concentracion final 0.58 mM.

- L-Malato (140 mM): 375 mg/20 ml (pH 7.5 con KOH), siendo su volumen cubico de 20 ul y
su concentracion final 5.6 mM.

- NAD (10mM): 3.3 mg/500 pl, siendo su volumen cibico de 10 ul y su concentracion final
0.2 mM.

- MDH (600 U/ml): se centrifugaron 50 pul de la misma durante 15 minutos a 135000 rpm vy
se resuspendié el sobrenadante, siendo su volumen cubico de 20 ul y su concentracion final
24 U/ml.

- Acetil-CoA (8.4 mM): 0.5 mg/75 pl, siendo su volumen cubico de 20 ul y su concentracion

final de 34 uM.

- La muestra: se utilizé un volumen cubico de 10 pl de la misma.
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Se colocaron los reactivos por este orden hasta la MDH y se esperd la estabilizacion de la
absorbancia (unos dos minutos). Se afiadid entonces la muestra y también se esperd la
estabilizacion (oxidacion especifica) (otros dos minutos). Finalmente se dispar6 la reaccion con
el Acetil-CoA y se leyd inmediatamente el incremento de la absorbancia cada minuto durante
cuatro minutos, mediante espectrofotometria, observando si este incremento era constante. El
calculo implicod determinar los valores de la absorbancia al inicio (A1) y al término de los cuatro
minutos (A2). El volumen total de la cubeta fue de 500 pl y se realizd la técnica a una
temperatura de 25° C, con una longitud de onda de 340 nm (Srere 1969'%?, Zammit 1976,
Tesch 1989'%%). El célculo de la variable final de actividad enzimatica se realizé a partir de las
siguientes férmulas:
Abs/min = (A2-(A13/A2))/4
U/L= Abs/min X 7936.5
U/g tj= Abs/min X 317.46
U/g prot= (U/L)/(ng prot/ul)
b.2) Determinacion de /a Fosfofructoquinasa

Una vez realizada la segunda centrifugacién se cogieron 100 pl, previa dilucién (1/40)
con el tampdn de enzimas. Se pusieron inmediatamente en un bafio a 25°C y se realizaron dos
determinaciones en diferentes tiempos (a los 10 y 25 minutos).

Cabe recordar que la PFK participa en la siguiente reaccion:

Fructosa-6-P + ATP --------- PFK (+ Mg?**) ———» Fructosa-1,6 Bp + ADP
Fructosa-1,6-BP  ------------ Aldolasa ——— > Gliceraldehido-3-P + Dihidroxiacetona-P
Gliceraldehido-3-P --------- Triosa-P-isomerasa — Dihidroxiacetona-P

2 Dihidroxiacetona-P + 2NADH + 2H* --- GDH — 2 Glicerol-P + 2 NAD*

Los reactivos se prepararon de la siguiente forma:

- Tampon: 242,2 mg de TRIS-HCL (200 mM) a una concentracion final 50 mM, 3,7 mg de
EDTA (1 mM) a una concentracion final 6 mM, 48,8 mg de MgCL, (24 mM) a una
concentracion final 6 mM, 21,1 mg de SO4(NH,), (16 mM) a una concentracién final 4 mM.

El tampon se enrasd a 10 ml y se ajustd a un pH de 8. El volumen clbico final fue de 250

ul.
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- Fructosa-6-P (10 mM): 3mg/ml siendo su volumen cubico de 100 pl y su concentracion final
0,2 mM.

- NAD (10 mM): 0,7 mg/0.5 ml (x2), siendo su volumen cubico de 100 ul y su concentracion
final 0,2 mM.

- Enzimas: se mezclaron 40 ul de aldolasa (20 mg/2 ml) con 10 ul de GDH (Gliceraldehido 3P
deshidrogenasa/TPI (Triosa P isomerasa). Esta mezcla se diluyoé dos veces con el tampdn,
es decir se afiadieron 450 pl a los 50 pl de enzimas. Las concentraciones finales fueron de
0,36 U/ml para la aldolasa y 6,2 U/ml/74,5 U/ml para la GDH/TPI. Se emplearon 390 pul de
H,O y 10 pl de muestra. EIl ATP-Mg se reconstituyé con 6,05 mg/ml, siendo su volumen
cubico de 100 pl y su concentracion final 1 mM.

Se colocaron los reactivos por este orden en la cubeta. Se afiadio la muestra y se dejo incubar

unos 5 minutos a 25°C. Se dispar6d la reaccién con el APT y se midid la disminucion de la

absorbancia a 340 nm cada minuto durante 4 minutos, mediante espectrofotometria. Se calculd
la disminucién de la absorbancia/min dividiendo la disminucion total por los 4 minutos.

Los calculos se realizaron empleando las siguientes formulas:

U/L= Abs/min X 7936.5

U/g tj= Abs/min X 317.46

U/g prot= (U/L)/(ug prot/ul)

b.3) Determinacion de /a Lactatodeshidrogenasa

La determinacion de LDH se basé en la disminucién de la concentracién de NADH. La
tasa de decrecimiento de la concentracion de NADH se determiné fotométricamente y fue
directamente proporcional a la actividad de la LDH presente en la muestra.

La LDH participa en la siguiente reaccién:

Piruvato + NADH + H*—— LDH — Lactato + NADH"

Se emplearon 10 ul de muestra a los que se afadieron 500 pm de reactivo (Kit
comercial Merkotest, 3399 LDH, Merck). La temperatura de trabajo fue de 25°C y la longitud de

onda espectrofotométrica de 340 nm.
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La actividad enzimatica se determind como incremento de la absorbancia cada minuto durante
4 minutos y se calculé mediante la siguiente formula:
U/L = Abs/min x 8095
b.4) Determinacion de la Creatinfosfoguinasa
La determinacion de la CPK se baso en el incremento de la cantidad de NADPH. La tasa
de crecimiento de la concentracion de NADPH se determind fotométricamente y es
directamente proporcional a la actividad de la CPK presente en la muestra.

Cabe recordar que la CPK participa en la siguiente reaccion:

Fosfocreatina + ADP CPK » creatina + ATP
ATP + D-glucosa HK » ADP + D-Glucosa-6-P
D-Glucosa-6-P + NADP——— G6PDH — D-gluconato-6-P + NADPH + H*

Se emplearon 20 ul de muestra a los que se afadieron 500 pl de reactivo (Kit comercial Merck-
1-test, 12134 CK (nac-activado)). L@ temperatura de trabajo fue de 25°C y la longitud de onda
empleada en la medicion espectrofotométrica de 340 nm.

La actividad enzimatica se determind como incremento de la absorbancia cada minuto durante
4 minutos y se calculé mediante la siguiente férmula:

U/L = Abs/min x 4127
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10 RESULTADOS

10.1 DESCRIPCION DE LA POBLACION ESTUDIADA EN SU TOTALIDAD

10.1.1 Caracteristicas clinicas y nutricionales

Se han estudiado un total de 34 pacientes de sexo masculino sometidos a toracotomia
(por patologia pulmonar localizada, neoplasica o no) o cirugia abdominal (por patologia
digestiva localizada, benigna o maligna). Todos los pacientes presentaban un correcto estado
general, avalado por la historia clinica, exploracion fisica y pruebas complementarias.

La edad media de los pacientes fue de 59 anos. Las variables generales, antropométricas
y nutricionales mas destacadas se muestran en la tabla 1.

10.1.2 Funcion pulmonar

Los valores funcionales, tanto de volimenes pulmonares dinamicos como estaticos e
intercambio de gases, se muestran en la tabla 2. Los valores medios fueron de 68+27%ref para
el FEV,, 75+19%ref para la FVC y 64+13% para el cociente espirométrico. Los voliumenes
estaticos se determinaron en todos los pacientes excepto en uno de ellos, y los valores medios
fueron: 106+15%ref para la TLC y 140+52%ref para el RV. La resistencia de la via aérea,
expresada como conductancia especifica, mostré un valor de 73+38%ref. En cuanto al
intercambio de gases, en dos de los sujetos no se pudo determinar la tranferencia del mondxido
de carbono. Su valor medio fue de 83+21%ref para la DLco y 85+17%ref para la Kco. Ademas,
ningun paciente se encontraba en situacion de insuficiencia respiratoria (PaO, 86+11 mm Hg),
aunque algunos de los enfermos con EPOC mas grave presentaban una hipoxemia ligera o
moderada sin hipercapnia en casi la totalidad de ellos.

10.1.3 Funcién muscular, periférica y respiratoria

a) Fuerza de los musculos periféricos

La evaluacion de la fuerza de los musculos periféricos se llevd a cabo mediante
dinamometria manual. Los valores obtenidos se muestran en la tabla 3. Los valores medios
fueron de 3648 dinas para la mano dominante, 30+8 para la no dominante (78+22%ref). Por

tanto, la fuerza se hallaba ligeramente disminuida.
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b) Fuerza y reserva funcional de los musculos respiratorios

En la tabla 4 se muestran las presiones generadas por los mUsculos respiratorios a volumen
corriente y en situacion de reposo. El valor medio de la Pl,esy. (expresion indirecta de la
“compliance”) fue de -7.5+3.0 cm H,0 vy la transdiafragmatica de 14.2+5.2 cm H,0. En cuanto a
las presiones medias los valores fueron de -5.8+2.8 y 10.744.2 cm H,0, respectivamente.

En la tabla 5 esta registrada la fuerza maxima generada por los musculos inspiratorios
obtenida a diferentes niveles (boca, esofago y estdmago). El valor medio de la PI,Mmay,
obtenida durante la maniobra estatica de Miiller, fue de -82+40 cm H,O (71+£19%ref). Por
tanto, también ligeramente disminuida. El valor medio de la presidn esofagica, obtenida durante
la maniobra maxima (sn/iffj fue de —75.3+20.7 cm H,0, la presion gastrica de 26.7+19.1 cm H,0
y la transdiafragmatica de 102.7+29.6 cm H,0.

En la tabla 6 se muestra la reserva funcional de los musculos respiratorios, obtenida a partir
del analisis conjunto de presiones y de las variables del patron ventilatorio. El valor medio del
TTmr fue de 0.03+£0.02 y el del TTdi fue de 0.04+0.02. Por tanto, muy alejados de los umbrales
de fatiga.

C) Resistencia de los musculos respiratorios

En la tabla 7 se hace constar la variable de presion maxima sostenible (PMT)
conseguida en boca durante la realizacion de la prueba de esfuerzo incremental especifica para
los musculos respiratorios (prueba de Martyn). Los valores medios de PMT obtenidos fueron de
—61+23 cm H,0. El valor medio del Tlim (tiempo de aguante en la prueba submaxima) fue de
12+5 min (valor que puede considerarse dentro de los limites de la normalidad).

10.1.4 Patron ventilatorio basal

El patron ventilatorio se determind en situacion basal, y posteriormente durante el
esfuerzo maximo en cicloergémetro (tabla 8a). Los valores obtenidos en situacion de reposo
fueron: V; 683+162 ml, RR 1624 min™, T; 1.6+0.8 seg y Ty/Tror 0.4+0.1.

10.1.5 Prueba ergométrica incremental

Se realizd en sélo 18 sujetos (11 pacientes con EPOC). En la tabla 8b se muestran los
parametros ventilatorios, metabdlicos y de carga. El patron ventilatorio al final de la prueba

ergomética mostré un V; de 1565+559 ml y un RR de 33+8 min™. Al analizar las variables
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metabolicas, éstas mostraron unos valores medios de 23+8 ml/kg/min para el VO, (65£19%ref)
y 1.1+0.1 para el RQ. La carga maxima tolerada (\NR) fue de 113449 watts (66+21%ref). Por
tanto, la tolerancia al esfuerzo se hallaba moderadamente reducida.

10.1.6 Analisis estructural de los musculos respiratorios y periféricos

a) Estructura del DIAFRAGMA

Como se ha mencionado en el apartado de metodologia, en todos los casos se evalud un
minimo de 100 fibras para la determinacion de cada uno de los valores estudiados. Mediante la
técnica de inmunohistoquimica se determinaron el tamano y el porcentaje de cada tipo de
fibras. Los resultados obtenidos fueron: fibras de tipo I, 52+10% con un didmetro minimo
(Dmin) de 42.3+5 pum (valores normales, entre 40 y 60 um); fibras de tipo II, 48+10% vy
didmetro minimo de 46.1+10 pym. El didmetro global fue de 44+6.3 um. Estos valores se
muestran en la tabla 9.
b) Estructura del INTERCOSTAL EXTERNO

Los resultados obtenidos fueron (tabla 10): % de fibras tipo I, 55417 y diametro minimo
(Dmin), 44.3+9 um; % de fibras tipo II, 45+17 y diametro minimo 43.2+9 pm. El didmetro
global fue de 42.5+9.4 um.
¢) Estructura del DELTOIDES

Los resultados obtenidos fueron: % de fibras tipo I, 39+10; didmetro minimo (Dmin),
50.3+10.6 pm; % de fibras tipo II, 61+10; diametro minimo 52.1+9.8 um. El didmetro global

fue de 52.2+10.1. Estos valores se muestran en la tabla 11.

Por tanto, las fibras predominantes eran las oxidativas en los musculos respiratorios y /as

glicoliticas en el periférico. El tamafo se hallaba preservado en todos los musculos.

10.1.7 Actividad enzimatica

La actividad enzimatica se determind a dos niveles: la actividad enzimatica fibrilar,
mediante la técnica de ATPasa, que permitid dividir las fibras en tres grupos (I, IIa y IIx), y la
actividad enzimdtica muscular global, mediante la cuantificacion de los niveles de CS (como

enzima clave de la via oxidativa), CPK, LDH y PFK.
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a) Actividad ATPasa (tablas 12a, 13a y 14a)
Diafragma: Los resultados fueron: 53+10% de fibras de tipo I, 36:10% de fibras de tipo Ila y
11+7% de fibras de tipo IIx.
Intercostal: 48+10% de fibras de tipo I, 31+12% de fibras de tipo Ila y 22+12% de fibras de
tipo IIx.
Deltoides: 50+7% de fibras de tipo I, 33+4% de fibras de tipo IIa y 17+3% de fibras de tipo
IIx.
b) Actividad enzimatica global

Los resultados correspondientes a los tres musculos se exponen en las tablas 12b, 13b
y 14b.

b.1 Enzimas oxidativos

Se determind la actividad de la Citrato Sintasa en los tres musculos estudiados y se
expreso su valor en mmol.min™t.g™.
Diafragma: CS 102+37 mmol.mint.g?. Intercostal: CS 86+29 mmol.min.g™’. Deltoides: CS
57+28 mmol.min"..g™.

b.2 Enzimas no oxidativos

Se analizo la actividad de tres enzimas no oxidativos: CPK, LDH y PFK. Los resultados
obtenidos variaban segln el grupo muscular estudiado. Todas las unidades se expresaron,
como en el caso anterior, en mmol.min™.g™.
Diafragma: CPK 1429+682, LDH 208+66 y PFK 87+66 mmol.mint.g. Intercostal: CPK
3552+1609, LDH 271+68 y PFK 63+28 mmol.min.g™’. Deltoides: CPK 14314711, LDH 229+71 y

PFK 57453 mmol.min*.g™.

Por tanto, persistia el predominio ligero de la actividad oxidativa en el diafragma, y ésta

se hallaba balanceada en el intercostal y el musculo periférico.

10.1.8 Densidad capilar

Para la determinacion de la densidad capilar se contabilizaron siempre los capilares

correspondientes a un total de 100 fibras. Conjuntamente con la medicion del area fibrilar se
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establecieron las siguientes variables: capilares por fibra (caps/fibra), fibras por capilar
(fibras/cap), superficie fibrilar por capilar (um?/cap) y nimero de capilares por unidad de area
fibrilar (caps/um?).

Los resultados correspondientes a cada uno de los musculos se muestran en las tablas 15, 16 y
17. Asi:

Diafragma: capilares/fibra 2.7+1.1 y supeficie fibrilar/capilar 664.4+390.2 um?®. Intercostal:
capilares/fibra 2.8+0.6 y superficie fibrilar/capilar 585.1+181.1 um?. Deltoides: capilares/fibra

2.4+0.5 y superficie fibrilar/capilar 844.6+231.3 pm?.
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10.2 COMPARACION ENTRE GRUPOS

Se establecieron comparaciones entre los dos subgrupos principales de individuos:
sujetos con funcién pulmonar normal (controles) y pacientes con EPOC. Posteriormente, y
siempre que era posible, se realizd también la comparacion adicional entre los sujetos con
funcion pulmonar normal y el subgrupo de pacientes con EPOC mas grave.

10.2.1 Caracteristicas clinicas

No se observaron diferencias en los valores correspondientes a edad y datos
antropométricos entre controles y EPOC. En los parametros analiticos sblo se encontraron
diferencias significativas en los valores de hemoglobina, superiores ldgicamante en los
pacientes con EPOC (Tablas 1 y 18).
10.2.2 Funcién pulmonar

Al analizar los datos de funcion pulmonar, comparando los controles con los pacientes
con EPOC (y también con el subgrupo de pacientes con enfermedad mas grave), se han
observado las logicas diferencias en los parametros de obstruccion, atrapamiento aéreo y
difusion, asi como en los valores de PaO, (90+8 frente a 83+11; p<0.05) (Tablas 2 y 19). La
PaCO, y el pH no mostraron diferencias.
10.2.3 Fuerza, resistencia y reserva de los misculos respiratorios

La PI,max relativa estaba disminuida en el grupo de pacientes con EPOC, siendo
ademas inferior a la de los controles. Sin embargo, no se observaron diferencias en los valores
absolutos de las presiones, esofagica, gastrica ni transdiafragmatica maximas. Similares
resultados se observaron al comparar los sujetos controles con el subgrupo de EPOC mas
grave.

Tampoco existian diferencias en las variables de reserva muscular (Fes/PI,esméx;
PI,di/PL,dims; TTu y TTdi).

En cuanto a los parametros de resistencia sélo se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la PMT entre controles y pacientes con EPOC. Estas
diferencias eran mas acentuadas al comparar a los primeros con los pacientes con EPOC mas
grave (PMT: -79 frente a =51 cm H,0; p<0.001). No existian diferencias en el Tlim (Tablas 4, 7,

20y 21).
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10.2.4 Fuerza de los musculos periféricos

Los pacientes con EPOC mostraron una fuerza disminuida en su extremidad superior no
dominante, siendo ademas inferiror a la de los sujetos control (Tablas 3 y 20).

10.2.5 Patron ventilatorio

a) Basal: No se observaron diferencias en ninguno de los parametros ventilatorios en
situacion de reposo, entre sujetos controles y pacientes con EPOC.

b) En esfuerzo: Se hallaron diferencias significativas en el Vty VE entre ambos grupos
(tablas 8 y 22).

10.2.6 Prueba ergométrica

La capacidad de esfuerzo se hallaba disminuida en los pacientes con EPOC, a la vez que
tanto \'/02 como WR eran inferiores a los de los controles (Tablas 8 y 22).
10.2.7 Variables morfométricas
a) DIAFRAGMA (Tabla 9; graficos 1y 3)

No se observaron diferencias en los porcentajes (técnica inmunohistoquimica) ni tamarios
fibrilares entre sujetos controles por un lado y pacientes con EPOC (o con el subgrupo de
enfermedad mas grave) por otro. En realidad, aunque los pacientes con EPOC y EPOC grave
presentaban una tendencia a un mayor porcentaje de fibras tipo I que los controles, esta
diferencia no era estadisticamente significativa. En todos los grupos las fibras eran de tamafio
normal (40-60 pm).

b) INTERCOSTAL EXTERNO (Tabla 10; graficos 1y 3)

A nivel del intercostal no se observaron diferencias en el porcentaje fibrilar (también por
inmunohistoquimica) entre los tres grupos estudiados. Al analizar el tamaiio de las fibras se
observé un diametro global mayor en los sujetos con EPOC que en los individuos controles
(también era mayor el de las tipo II por separado y similar tendencia se observaba en las tipo
I). Esta misma tendencia se observd cuando se compararon los sujetos control con los
pacientes con EPOC mas grave.

c) DELTOIDES (Tabla 11; graficos 1y 3)
Se observd una tendencia a una disminucién en el porcentaje de fibras oxidativas

(inmunohistoquimica) y a una reduccién en el tamano fibrilar (significativa ésta Ultima para las
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de tipo II) en los pacientes con EPOC respecto a los controles. Similares tendencias se
observaron al comparar con los pacientes con EPOC grave. En todos los grupos, sin embargo el
tamafio fibrilar puede considerarse normal.

10.2.8 Actividad enzimatica fibrilar (Tablas 12, 13 y 14; graficos 1y 2)

a) DIAFRAGMA

No se observaron diferencias significativas en la actividad ATPasa entre el grupo control
y pacientes con EPOC o EPOC mas grave.
b) INTERCOSTAL EXTERNO

A nivel del intercostal, los pacientes con EPOC presentaban una tendencia a mostrar un
porcentaje de fibras con actividad ATPasa de tipo I menor que los sujetos control. Lo contrario
sucedia con la actividad ATPasa de tipo IIa, que era significativamente mayor en los pacientes
con EPOC y EPOC grave. Por el contrario, la actividad ATPasa de tipo IIx no era
significativamente diferente entre pacientes con EPOC y controles.
c) DELTOIDES

No se observaron diferencias significativas en ningln caso.

10.2.9 Actividad enzimatica muscular global (Tablas 12, 13 y 14; graficos 4A y 4B)

a) DIAFRAGMA

En el diafragma no se observaron diferencias significativas en la actividad de la CS ni
CPK entre sujetos control y pacientes con EPOC. Tampoco se evidenciaron diferencias entre
controles y el grupo de pacientes con EPOC mas grave. En cuanto a la actividad PFK, no se
observaron diferencias entre los sujetos control y los EPOC (probablemente por la amplia
dispersion de valores); pero si con el subgrupo de enfermos con EPOC mas grave, cuya
actividad era sensiblemente inferior.

Cuando se analiz6 la LDH se observd una mayor actividad en sujetos con EPOC que en
los controles, diferencia que se acentuaba al comparar el subgrupo de pacientes con EPOC mas
grave.

b) INTERCOSTAL EXTERNO
A nivel del intercostal externo los pacientes con EPOC presentaban una actividad

oxidativa (valorada nuevamente por la medicién de la CS) inferior a la de los sujetos sanos.

106



Esto era mas acentuado en el subgrupo de pacientes con EPOC mas grave. Al analizar la
actividad de la CPK se observo mayor actividad en los pacientes con EPOC y EPOC mas grave.

En cuanto a la actividad glicolitica (valorada por la medicion de la PFK) se observd una
tendencia (al limite de la significacion) a ser mayor en pacientes con EPOC que en sujetos
control. Esta tendencia llegaba a ser significativa en el subgrupo de pacientes con enfermedad
mas grave.

Cuando se analizd la LDH también se observd una tendencia a una actividad superior
en los sujetos con EPOC frente a los controles. Esta tendencia se hacia significativa en el
subgrupo de EPOC mas grave.
c¢) DELTOIDES

La actividad de la CS mostrd una fuerte tendencia a ser mayor en los pacientes con
EPOC que en los controles. Al analizar los EPOC mas graves, esta diferencia era
estadisticamente significativa.

No se encontraron diferencias significativas, sin embargo, en la actividad de la CPK y
PFK entre los distintos grupos. Por el contrario, se objetivaron diferencias significativas al
analizar la actividad de la LDH al comparar los sujetos controles, tanto con pacientes con EPOC
como con el subgrupo de EPOC mas graves, con una actividad mayor en éstos dos Ultimos
grupos.

10.2.10 Densidad capilar (Tablas 15, 16 y 17; grafico 5)
a) DIAFRAGMA

La densidad capilar (expresada como numero de capilares por fibra) fue mayor en los
sujetos con EPOC y en el subgrupo de sujetos con enfermedad mas grave en comparacion con
los sujetos sanos. Resultados complementarios se observaron al analizar otras variables, como
la superficie irrigada por capilar y el nUmero de capilares por area fibrilar.

b) INTERCOSTAL EXTERNO

A nivel del intercostal los pacientes con EPOC y aquellos con enfermedad mas grave,
presentaban un mayor nimero de capilares en comparacion con sujetos sanos. Sin embargo,
no se observaron diferencias al analizar variables como la superficie fibrilar por capilar y el

numero de capilares por area fibrilar.
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c) DELTOIDES
Aunque los pacientes con EPOC y EPOC mas grave presentaban una tendencia a una
menor densidad capilar que los sujetos control, la diferencia no era estadisticamente

significativa. El resto de parametros analizados tampoco mostraron diferencias.

10.2.11 Comparacion de los dos métodos de determinacion de fibras oxidativas

ad) DIAFRAGMA

A nivel del diafragma no se encontraron diferencias en el porcentaje de fibras tipo I
tanto mediante la determinacion de la expresion de la isoforma I de la cadena pesada de
miosina como por actividad ATPasa en ninguno de los tres grupos estudiados.
b) INTERCOSTAL

El porcentaje de fibras tipo I por determinacién de la expresion de MyHC-I mostraba una

ligera tendencia a ser mayor que la obtenida por la técnica de ATPasa en los tres grupos de
pacientes, aunque en ningun caso alcanzaba la significacion estadistica.
c) DELTOIDES

El porcentaje de fibras tipo I por determinacion de ATPasa era similar al obtenido por
expresion de la MyHC-I en el grupo control. Sin embargo el primer método daba valores

superiores en los pacientes con EPOC y en el subgrupo con EPOC mas grave.

10.2.12 Comparacion de la capacidad oxidativa entre los tres musculos analizados

a. CONTROLES SIN ENFERMEDAD OBSTRUCTIVA

El diafragma presenta una capacidad oxidativa (cuando se analiza el porcentaje de fibras

tipo I por determinacion de MyHC) que tiene tendencia a ser inferior al intercostal (p=0.07) y

similar a la del deltoides, sin que en existan diferencias estadisticamente significativas. A su vez
el intercostal tiende a una capacidad oxidativa superior a la del deltoides (p=0.1).

Cuando se valora la capacidad oxidativa por el porcentaje de fibras tipo I mediante la

técnica de ATPasa, ésta es similar entre diafragma e intercostal, pero ambos muestran valores

algo superiores al deltoides. No se han observado en ningun caso diferencias estadisticamente

significativas.
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Al analizar la actividad enzimatica (CS) se observa que en el diafragma la capacidad
oxidativa es similar a la del intercostal pero superior en ambos casos al deltoides (p<0.001).
Por el contrario, la capacidad oxidativa valorada por la densidad capilar, es algo menor en el
diafragma que en el intercostal y deltoides (p=0.01 y p<0.05 respectivamente).

Es decir, en sujetos sanos los musculos respiratorios suelen mostrar una estructura mas
favorable a la capacidad oxidativa que el musculo periférico. La tnica excepcion es la densidad
capllar en el diafragma.

b. PACIENTES CON EPOC

El diafragma presenta una capacidad oxidativa (cuando se analiza el porcentaje de fibras
tipo I por determinacién de MyHC) que tiende a ser superior al deltoides (p=0.08) vy similar al
intercostal. Cuando se valora la capacidad oxidativa por el porcentaje de fibras tipo I mediante
la técnica de ATPasa, ésta es similar en los tres musculos.

Al analizar la actividad enzimatica (CS) se observa que en el diafragma la capacidad es
similar a la del intercostal y superior a la del deltoides (p=0.04). El intercostal por su parte,
muestra una capacidad oxidativa con tendencia a ser superior al deltoides (p=0.1).

La capacidad oxidativa, valorada por la densidad capilar, es similar en el diafragma que
en el intercostal y muestra una tendencia a estar incrementada cuando se compara con el
deltoides (p=0.08 y p=0.1, respectivamente).

Es decir, los musculos respiratorios muestran una tendencia generalizada (a excepcion
de la técnica de ATPasa) a tener una estructura mds favorable a la actividad oxidativa que e/
deltoides. Esto es similar a lo observado en los sujetos controles descritos en el apartado
anterior.

c. PACIENTES CON EPOC MAS GRAVE

El diafragma presenta una capacidad oxidativa (cuando se analiza el porcentaje de fibras
tipo I por determinacion de su expresion en isoformas de MyHC) similar al intercostal y con
tendencia a ser superior al deltoides (p=0.06). El intercostal muestra en la misma linea, una

capacidad oxidativa con tendencia a ser superior a la del deltoides (p=0.07).
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Cuando se valora la capacidad oxidativa por el porcentaje de fibras tipo I mediante la
técnica de ATPasa, ésta muestra una ligera tendencia a ser superior en el diafragma con
respecto al intercostal y deltoides.

Al analizar la actividad enzimatica (CS) se observa que en el diafragma la capacidad
oxidativa es superior a la del intercostal (p=0.02), y con tendencia a serlo a la del deltoides.

La capacidad oxidativa, valorada por la densidad capilar, es similar en el diafragma que
en el intercostal y en ambos casos esta incrementada cuando se compara con el deltoides
(p<0.05).

Es decir, en los pacientes graves y en algunos componentes (los estructurales.
expresion de MyHC y capilares) la situacion es similar a los controles sin enfermedad
obstrucutiva y EPOC en general, con musculos respiratorios mds favorables a la capacidad
oxidativa que los periféricos. Sin embargo muestran una tendencia a que algunos de sus
componentes oxidativos (en concreto los enzimaticos: ATPasa y CS) se hallen mas desarrollados
en el diafragma que en el intercostal, lo que constituye un rasgo diferencial con las otras

poblaciones analizadas.

110



10.3 CORRELACIONES ENTRE LAS DIFERENTES VARIABLES

Las correlaciones se realizaron considerando, en primer lugar, la poblacién total del
estudio (incluyendo controles y pacientes con EPOC conjuntamente); y en segundo lugar,

solamente el grupo de pacientes con EPOC.

10.3. A. MUSCULOS RESPIRATORIOS

A.1 DIAFRAGMA

10.3.1 Estructura muscular con funcion pulmonar

No se encontraron correlaciones significativas entre el grado de obstrucciéon (FEV; y

cociente FEV;/FVC) y los porcentajes y tamanios fibrilares en el diafragma. Sin embargo, existia
una correlacion negativa entre la resistencia de la via aérea y el porcentaje de fibras tipo I
(r=-0,557, p<0.05; Figura 1).
No se observaron correlaciones entre los parametros fibrilares y el grado de atrapamiento, asi
como tampoco con el nivel de gases sanguineos. En cuanto a la difusién, sélo se encontrd una
relacién positiva entre la Kco (considerado aqui como un marcador de enfisema) y el diametro
global de las fibras en el diafragma (r=0,539, p<0.05; Figura 2).

Cuando se analizd por separado el grupo de pacientes con EPOC no se encontraron

correlaciones entre los porcentajes fibrilares y el grado de obstruccion, ni el nivel de
atrapamiento o los gases arteriales.
En cuanto a los tamaiios fibrilares se observd una correlacion negativa entre el diametro de las
fibras tipo I en el diafragma y el atrapamiento aéreo (RV: r=-0,904, p<0.01; Figura 3) y positiva
con la difusién (DLco: r=0,903, p<0.01; Figura 4), ambos marcadores de enfisema; mientras
que tanto el didametro de las fibras tipo II como el global se correlaciond positivamente con el
grado de obstruccion (FEVy/FVC: r=0,769 y r=743, ambas p<0.05; Figuras 5 y 6). Asimismo se
encontré una correlacion positiva entre el diametro global de las fibras diafragmaticas y la
difusion (DLco: r=0,837 y Kco: r=0,923, ambas p<0.01; Figura 7).

10.3.2 Actividad enzimatica con funcion pulmonar

Al valorar la totalidad de individuos no se observaron correlaciones entre la actividad

enzimatica de CS, CPK y PFK en el diafragma y el grado de obstruccion o la conductancia. Sin
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embargo existia una correlacidon negativa entre la LDH y el grado de obstruccion
(FEVy: r=-0,576, p<0.01; Figura 8), que era algo mas marcada al relacionarla con la
conductancia (SGaw: r=-0,648, p<0.01). Se encontré ademas una correlacion positiva entre la
LDH y el RV (r=0,517, p<0.05), que era mayor con el también indicador de atrapamiento aéreo,
el cociente RV/TLC (r=0,599, p<0.01; Figura 9). Esta relacién era inversa con la PFK (r=-0,599,
p<0.05; Figura 11). No se observaron correlaciones entre el atrapamiento aéreo y la CS y CPK.
En cuanto a la difusion soélo se observo la existencia de una correlacién inversa con la actividad
de la LDH (DLco: r=-0,533, p<0.05; Figura 10). No existian correlaciones entre los valores de
DLco, Kco por un lado y el resto de enzimas, tanto oxidativos como glicoliticos por otro.
Tampoco se objetivaron correlaciones entre la actividad enzimatica muscular global en el
diafragma y los niveles de Pa0O, y PaCO,.

Al analizar la actividad enzimatica fibrilar (actividad ATPasa) no se encontraron correlaciones de
interés con ninguna variable clasica de funcién pulmonar.

Al valorar los mismos parametros en el grupo de pacientes con EPOC sélo se
encontrd una correlacion positiva entre los niveles de CPK y el grado de atrapamiento aéreo
(RV: r=0,882, p<0.01; Figura 12; la relacién no era significativa con el cociente RV/TLC). Por
otra parte se observé una correlacion negativa entre los valores de actividad de la CPK en el
diafragma y la difusion de CO (DLco: r=-0,718, p<0.05; Figura 13). No se observaron
correlaciones con ningun otro parametro analizado. La actividad de la ATPasa por su parte,
correlaciond exclusivamente con la SGaw; siendo de forma positiva en el caso de la ATPasa II
(r=0,631, p<0.05; Figura 14).

10.3.3 Densidad capilar con funciéon pulmonar

La densidad capilar, expresada como el nimero de capilares por fibra en el diafragma,
se correlaciond negativamente con el grado de obstruccion (FEV;: r=-0,782; FEV,/FVC:
r=-0,694, ambas p<0.01; Figura 15) y la conductancia (SGaw: r=-0,870, p<0.01); y de forma
positiva con el grado de atrapamiento (RV: r=0,585, p<0.05: RV/TLC: r=0,780, p<0.01).
También se observd una correlacion negativa con la difusion (DLco: r=-0,571, p<0.05; Figura
16) y la PaO, (r=-0,568, p<0.05; Figura 17). Cuando se valor6é el nimero de capilares por

unidad de &rea fibrilar (capilares/um?), se encontraron correlaciones de similares caracteristicas,
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aunque un poco menos intensas en el caso de la obstruccién (FEV;: r=-0,663, FEV,/FVC:
r=-0,673, las dos con p<0.05; Figura 18).

No se hallé ningun tipo de correlacién significativa entre la densidad capilar en el
diafragma y los valores de funcion pulmonar al analizar por separado el grupo de pacientes
con EPOC.

10.3.4 Estructura muscular con funcién muscular y capacidad de ejercicio

En la poblacion general del estudio no se hallaron correlaciones entre la funcién

muscular respiratoria o la capacidad de ejercicio por una parte y el porcentaje y tamafio
fibrilares por otra.
En el grupo de pacientes con EPOC tampoco existian correlaciones entre el porcentaje de
fibras y los datos de funcion muscular respiratoria. Al analizar el tamafio, si se encontrd una
correlacion positiva entre el diametro global de las fibras del diafragma y la resistencia de los
musculos respiratorios (Tlim: r=0,805, p<0.05; Figura 19). No se observd ninguna correlacion
entre el tamafio y porcentajes fibrilares con la capacidad de ejercicio.

10.3.5 Funcion muscular y capacidad de ejercicio con actividad enzimatica

Al analizar la actividad oxidativa (CS) en el diafragma no se encontré ninguna
correlacién con los parametros de funcién muscular respiratoria. La actividad glicolitica (PFK),
en cambio, si correlaciond de forma negativa con la resistencia (PMT: r=-0,532, p<0.05; Figura
20) y de forma positiva con la fuerza (PIM: r=0,456, p<0.05) muscular respiratorias. No se
hallaron correlaciones entre CPK y funcidon muscular respiratoria. La LDH solamente se
correlacion6 de forma positiva con la resistencia muscular (PMT: r=0,638, p<0.05; Figura 21).
No se encontraron correlaciones significativas entre funcion muscular respiratoria y actividad
enzimatica fibrilar (ATPasa) en el diafragma.

Por otra parte, no se observan correlaciones entre actividad oxidativa y capacidad de
€jercicio global.

En el grupo de pacientes con EPOC no se encontraron correlaciones de interés entre
los parametros de funcidn muscular respiratoria o ejercicio y actividad enzimatica en el
diafragma, tanto muscular global como fibrilar. No se objetivaron correlaciones al analizar la

actividad enzimatica fibrilar.
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10.3.6 Densidad capilar con funcion muscular y capacidad de ejercicio

Al analizar el diafragma, solamente se observo una correlacion positiva entre el nimero
de capilares por area y la resistencia muscular respiratoria (PMT: r=0,607, p<0.05; Figura 22).
No se hallaron correlaciones entre funcidon muscular respiratoria o capacidad de ejercicio y
densidad capilar al analizar por separado el grupo de pacientes con EPOC.
10.3.7 Estrucutura muscular con metabolismo

= ACTIVIDAD OXIDATIVA

En el diafragma, no se encontraron correlaciones de interés entre la actividad de la
enzima oxidativa estudiada (CS) y la estructura muscular ni en cuanto a tamafio y porcentajes
fibrilares, ni con la densidad capilar o la actividad enzimatica fibrilar. Por el contrario, el
porcentaje de fibras tipo I (con metabolismo predominantemente oxidativo) se correlacion6 de
forma positiva con la actividad ATPasa I (r=0,588, p<0.05; Figura 23) y con el nimero de
capilares por fibra (r=0,617, p<0.05; Figura 24). La actividad de ATPasa I, por su parte,
también se correlacioné de forma positiva con las variables de densidad capilar, tanto con el
numero de capilares por fibra (r=0,770, p<0.01) como con el nimero de capilares por unidad
de area fibrilar (r=0,616, p<0.05).

En los pacientes con EPOC el porcentaje de fibras tipo I (inmunohistoquimica) se
correlacion6 positivamente con la ATPasa I (r=0,758, p<0.05; Figura 25), pero no alcanzd
significancia la relacion con la densidad capilar. La ATPasa I por su parte, mantuvo su
correlacion con la densidad capilar, pero exclusivamente con el nimero de capilares por fibra
(r=0,908, p<0.01; Figura 26).

= ACTIVIDAD GLICOLITICA

La actividad de la PFK se correlacion6 de forma negativa con la actividad ATPasa I en el
diafragma (r=-0,526, p<0.05; Figura 27). La LDH, a su vez, se correlaciond positivamente con
el nimero de capilares por fibra (r=0,613, p<0.05; Figura 28) y capilares por area fibrilar
(r=0,621, p<0.05).

En el grupo de EPOC no se encontraron correlaciones de interés.
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= ALMACENAMIENTO ENERGETICO

En el diafragma, la actividad de la CPK se correlacioné de forma negativa con el
diametro de las fibras tipo I (r=-0,817, p<0.01; Figura 29) y el tamafio fibrilar global
(r=-0,658, p<0.05; Figura 30).

En los pacientes con EPOC no se encontraron correlaciones de interés.
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A.2 INTERCOSTAL EXTERNO

10.3.1 Estructura muscular con funcién pulmonar

No se encontraron correlaciones entre los porcentajes fibrilares en el intercostal y las
variables de funcién pulmonar. Al analizar el tamano fibrilar se encontrd exclusivamente una
correlacion con la conductancia, que era negativa tanto para las fibras tipo I como las tipo II
(SGaw: r=-0,502, p<0.05 en ambas; Figura 32) y el diametro fibrilar global (r=-0,518, p<0.05;
Figura 31).

En el grupo de pacientes con EPOC no se encontrd ningun tipo de correlacion entre
los tamanios y porcentajes fibrilares en el intercostal con el grado de obstruccion, atrapamiento
aéreo, difusién y gases arteriales.

10.3.2 Actividad enzimatica con funcién pulmonar

Globalmente, y a nivel del intercostal se encontraron correlaciones positivas entre la

actividad oxidativa (CS) y tanto el grado de obstruccién (FEV;: r=0,620, p<0.05; Figura 33)
como la conductancia (SGaw: r=0,601, p<0.05). Con el nivel de atrapamiento sdlo se observd
una tendencia a la correlacion negativa (RV/TLC: r=-0,538, p=0.07). La actividad de la PFK a
su vez, mostrd una fuerte tendencia a la correlacion negativa con el grado de obstruccion
(FEV;: r=-0,518, p=0.08; Figura 34) y la conductancia (SGaw: r=-0,528, p=0.07); tendencia
que era positiva con el nivel de atrapamiento (RV: r=0,528, p=0.08; Figura 35).
Al analizar la actividad de la CPK en el intercostal se objetivd una correlacién negativa con el
grado de obstruccion (FEV;: r=-0,743 y FEV,/FVC: r=-0,811, p<0.01 en ambas; Figura 36), la
conductancia (SGaw: r=-0,601, p<0.05) y la difusién (DLco: r=-0,682, p<0.05; Figura 37). Esta
correlacion era positiva con el nivel de atrapamiento (RV: r=0,571 y RV/TLC: r=0,565, p<0.05
en ambas; Figura 38). En cuanto a la LDH no se observd correlacién significativa con la
obstruccién (FEV,) pero si de forma negativa con la conductancia (SGaw: r=-0,579, p<0.05;
Figura 39). Tampoco se observod ningln tipo de correlacion entre la actividad de la LDH en el
intercostal y la capacidad de difusién. Finalmente no se encontrd ningln tipo de correlacion
entre la actividad enzimatica global y los valores de gases arteriales.

A su vez, la actividad ATPasa mostr6 correlaciones solo a expensas de la proporcion de

fibras de tipo Ila, que correlaciond de forma negativa con el grado de obstruccién y
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conductancia de la via aérea (FEV;: r=-0,596; FEV,/FVC: r=-0,475, p<0.05; Figura 40 y SGaw:
r=-0,587, p<0.05 en todos los casos), y positiva con el grado de atrapamiento aéreo (RV:
r=0,713, p<0.01; RV/TLC: r=0,534, p<0.05; Figura 41). Los porcentajes de fibras tipo I y IIb
(segun la técnica de ATPasa) en el intercostal no correlacionaron con los parametros
funcionales.

En el grupo especifico de pacientes con EPOC no se encontrd ninguna correlacion
entre la actividad enzimatica muscular global del intercostal y los datos de funcién pulmonar. Al
analizar la actividad de la ATPasa solamente se observd una correlacion con el grado de
atrapamiento (RV/TLC), pero con distinto comportamiento segln el tipo fibrilar, positiva en el
caso de la ATPasa de tipo IIa (r=0,615, p<0.05; Figura 42) y negativa en el caso de la IIx
(r=-0,632, p<0.05; Figura 43).

10.3.3 Densidad capilar con funcion pulmonar

A nivel del musculo intercostal solamente se objetivd una correlacion negativa entre el
numero de capilares por fibra y tanto el grado de obstruccion (FEV;: r=-0,594, p<0.05; Figura
44) como la conductancia (SGaw: r=-0,517, p<0.05). El nimero de capilares por unidad de area
fibrilar mostré una fuerte tendencia a la correlacion negativa con la transferencia del CO (DLco:
r=-0,504, p=0.06).

No se encontraron correlaciones de interés en el subgrupo de pacientes con EPOC.

10.3.4 Estructura muscular con funcion muscular y capacidad de ejercicio

En el musculo intercostal no se encontraron correlaciones entre la funcion muscular
respiratoria o la capacidad de ejercicio y los porcentajes y tamanios fibrilares.

10.3.5 Funcion muscular y capacidad de ejercicio con actividad enzimatica

A nivel del intercostal no se encontraron correlaciones entre funcién muscular
respiratoria y actividad de la CS o la PFK. La LDH correlaciond exclusivamente y de forma
negativa con la reserva muscular (TTwr: r=-0,596, p<0.05). La CPK, a su vez, se relaciond
positivamente tanto con la resistencia (PMT: r=0,585, p<0.05; Figura 45) como con la reserva

muscular respiratoria (TTwr: r=0,611, p<0.05).
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En cuanto a la actividad enzimatica fibrilar del intercostal se observd exclusivamente una
correlacion entre la ATPasa tipo IlIa y la resistencia muscular respiratoria (PMT: r=0,613,
p<0.05; Figura 46).

En el grupo de pacientes con EPOC no se encontraron correlaciones entre funcién
muscular y actividad oxidativa. Al analizar la actividad glicolitica del intercostal se hallaron
correlaciones entre la PFK y la resistencia (Tlim: r=0,762, p<0.05; Figura 47); y entre la CPK o
la LDH y la reserva muscular (TTwr: r=0,982, p<0.01; Figura 48, r=-0,743, p<0.05,
respectivamente). No se observd ninguna correlacion entre actividad enzimatica fibrilar en el
intercostal y parametros de funcién muscular respiratoria. La actividades enzimaticas y la
capacidad de ejercicio se correlacionaron de forma similar en este subgrupo que al analizar la
poblacién total. No se encontraron correlaciones de interés entre la capacidad de ejercicio y la
actividad enzimatica fibrilar.

10.3.6 Densidad capilar con funcion muscular y capacidad de ejercicio

En el intercostal se encontréd una débil correlacién negativa entre el nimero de capilares
por area fibrilar y la resistencia muscular respiratoria (expresada como Tlim), tanto en el total
de la poblacion (r=-513, p<0.05) como en el grupo de EPOC analizado por separado (r=-691,
p<0.05). No se observaron otras correlaciones de interés entre densidad capilar y el resto de
variables de funcidn muscular respiratoria, asi como tampoco con la capacidad global de
ejercicio.
10.3.7 Estrucutura muscular con metabolismo

= ACTIVIDAD OXIDATIVA

La actividad de la CS se correlacion6 de forma negativa con la de la LDH en el
intercostal (r=-0,682, p<0.05). No se han encontrado correlaciones entre la actividad oxidativa,
valorada por la CS, y la densidad capilar. El porcentaje de fibras tipo I (inmunohistoquimica) no
se correlacion6 con ninguno de los otros parametros analizados.

En el grupo de pacientes con EPOC, la actividad de la CS en el intercostal se correlaciond
de forma negativa con la actividad de la ATPasa IIa (r=-0,738, p<0.05). No se hallaron

correlaciones con la densidad capilar. Por otra parte, el porcentaje de la fibras tipo II
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(inmunohistoquimica) se correlaciond con la actividad de la ATPasa II global (r=0,648, p<0.05;
Figura 49).

= ACTIVIDAD GLICOLITICA

La actividad de la PFK en el intercostal se correlaciond positivamente con la de la LDH
(r=0,594, p<0.05; Figura 50). Esta Ultima también se correlaciond directamente con la actividad
ATPasa Ila (r=0,807, p<0.01; Figura 51). Asimismo mostré una tendencia a la correlacién
negativa con el porcentaje de fibras de tipo I (r=-0,581, p=0.07; Figura 52).
En los pacientes con EPOC no se encontrd ninguna correlacién de interés al analizar la
actividad de la PFK. La de la LDH sin embargo, correlacioné de forma positiva con la ATPasa Ila
(r=0,809, p<0.05; Figura 53).
= ALMACENAMIENTO ENERGETICO

Al analizar el musculo intercostal, la actividad de la CPK mostré una tendencia a la

correlacion positiva con el nimero de capilares por fibra (r=0,532, p=0.09; Figura 54).
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10.3. B. MUSCULOS PERIFERICOS

B.1 DELTOIDES

10.3.1 Estructura muscular con funcion pulmonar

No se encontraron correlaciones entre los parametros de funcion pulmonar y los
porcentajes fibrilares en el deltoides. Al analizar el tamaiio de las fibras sdlo se observd una
correlacion positiva entre el tamafio de las de tipo II y tanto el grado de obstruccion bronquial
(FEV:: r=0,602 y FEV{/FVC: r=0,728, ambas p<0.05; Figuras 55 y 56) como la conductancia
(SGaw: r=0,719, p<0.05). Esta correlacion era negativa con el grado de atrapamiento (RV:
r=-0,664 y RV/TLC: r=-0,670, p<0.05; Figura 57). El tamano de las fibras tipo II también
correlacion6 de forma positiva con la capacidad de difusion (Kco: r=0,712, p<0.05). No existia
ninguna correlacion entre el tamanio fibrilar y los valores de los gases en sangre arterial.

En el grupo de pacientes con EPOC solo se encontrd una correlacion positiva entre el
diametro global de las fibras del deltoides y la conductancia especifica (SGaw: r=0,992, p<0.01;
Figura 58).

10.3.2 Actividad enzimatica con funcién pulmonar

La actividad oxidativa en el musculo deltoides (CS) se correlaciond de forma negativa
con el grado de obstruccion al flujo aéreo (FEV,: r=-0,663 y FEV,/FVC: r=-0,613, p<0.01 en
ambas; Figura 59) y la conductancia (SGaw: r=-0,630, p<0.01), y de forma positiva con el
grado de atrapamiento (RV/TLC: r=0,567, p<0.05; Figura 60. No existia correlacion con el RV).
La actividad de la CPK no mostrd correlaciones de interés.

Al analizar la actividad glicolitica en el deltoides, no se encontraron correlaciones entre los
valores de PFK y los parametros respiratorios. Sin embargo, la LDH mostrdé un comportamiento
similar al de la CS, con correlacion negativa con el grado de obstruccion (FEV;: r=-0,600 y
FEV1/FVC: r=-0,623, p<0.01 en ambas; Figura 61) y la conductancia (SGaw: r=-0,643, p<0.01),
siendo positiva con el atrapamiento aéreo (RV: r=0,549 y RV/TLC: r=0,600, p<0.05 en los dos
casos; Figura 62). Asimismo se observé una relacion negativa entre la LDH vy la difusion (DLco:
r=-571 y Kco: r=-580, ambas p<0.05; Figura 63). No se encontraron correlaciones entre los

valores de Pa0, y PaCO, y la actividad enzimatica global del musculo deltoides.
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Al analizar por separado los pacientes con EPOC solo se encontraron correlaciones
entre la actividad de la CS y el grado de obstruccién (FEV;: r=-0,716, p<0.05; Figura 64); entre
la actividad de la CPK y el atrapamiento (RV: r=0,914, p<0.01; Figura 65) o la difusion del CO
(DLco: r=-0,734, p<0.05; Kco: r=-0,813, p<0.01; Figura 66).

La actividad enzimatica fibrilar del deltoides no se correlaciond con ningin parametro de
funcion pulmonar ni en el total de la poblacion analizada ni en el grupo de pacientes con EPOC.

10.3.3 Densidad capilar con funcion pulmonar

No se observo ningun tipo de correlacion entre los parametros de funcion pulmonar vy la
densidad capilar en el deltoides, tanto en el total de individuos como en el grupo especifico de
pacientes con EPOC.

10.3.4 Estructura muscular con funcion muscular y capacidad de ejercicio

No se han encontrado correlaciones entre el tamafio y porcentaje de las fibras
musculares en el musculo deltoides y la funcion muscular periférica y capacidad de ejercicio,
tanto en el total de sujetos como especificamente en el subgrupo de pacientes con EPOC.

10.3.5 Funcion muscular y capacidad de ejercicio con actividad enzimatica

En el musculo deltoides no se encontraron correlaciones entre funcion muscular

periférica y actividad enzimatica global. Tampoco se hallaron correlaciones entre los parametros
de funcién muscular periférica y actividad enzimatica fibrilar (ATPasa) del deltoides.
Al valorar la capacidad de ejercicio no se observo ninguna correlacién con la actividad oxidativa.
En el caso de la actividad glicolitica, solamente se encontrd una correlacion negativa con la LDH
(r=-0,577, p<0.05). No se han observado correlaciones entre la capacidad de ejercicio y la
actividad enzimatica fibrilar.

En los pacientes con EPOC no se encontré ninguna correlacién entre la funcion
muscular periférica y la actividad enzimatica en el deltoides, tanto a nivel muscular global como
fibrilar.

10.3.6 Densidad capilar con funcién muscular y capacidad de ejercicio

A nivel del musculo deltoides no se ha hallado ningln tipo de correlacion entre los

parametros de funcién muscular periférica o capacidad de ejercicio y la densidad capilar, tanto

en la poblacién total como en el subgrupo de pacientes con EPOC.
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10.3.7 Estrucutura muscular con metabolismo

= ACTIVIDAD OXIDATIVA

No se observaron correlaciones entre la actividad de la CS y las variables de tamafio y
porcentaje fibrilar, actividad ATPasa o densidad capilar en el mulsculo deltoides. El porcentaje
de fibras tipo I (inmunohistoquimica) solamente se correlaciond de forma negativa con la
actividad de la LDH (r=-0,757, p<0.01; Figura 67). No se han hallado otras correlaciones de
interés.
= ACTIVIDAD GLICOLITICA

A nivel del deltoides se ha encontrado una correlacion positiva entre las actividades de
la PFK y de la CPK (r=0,675, p<0.01). La LDH por su parte, se correlacioné de forma negativa
con el porcentaje de fibras tipo I (r=-757, p<0.01).
En los pacientes con EPOC, la PFK se correlaciond de forma positiva con el diametro de las
fibras tipo II (r=-658, p<0.05). La actividad de la LDH en el deltoides, sin embargo, no mostro
ninguna correlaciéon con las variables analizadas.
= ALMACENAMIENTO ENERGETICO

La actividad de la CPK no mostro6 correlaciones con el resto de parametros analizados.
En los pacientes con EPOC solamente correlaciond positivamente con el porcentaje de fibras de

tipo I en el deltoides (r=989, p<0.01; Figura 68).
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DISCUSION
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11 DISCUSION

Nuestro trabajo demuestra que los diferentes componentes estructurales y metabdlicos
gue potencialmente pueden contribuir a la capacidad oxidativa de un musculo se adaptan de
forma heterogénea (tanto cada uno de ellos con respecto a los otros, como en cada musculo
en particular respecto de los musculos de otros territorios, e incluso como variabilidad
adaptativa inter-individual) en los pacientes con EPOC.

En concreto, hemos observado una estabilidad con discreta tendencia al aumento en el
porcentaje de fibras de metabolismo predominantemente oxidativo (tipo I, identificadas por la
expresion de la isoforma lenta de MyHC) en el diafragma de los pacientes con EPOC. En el
intercostal externo y deltoides se mantiene la proporcién de estas fibras, aunque con ligera
tendencia a la disminucion. Por otra parte, el tamafio de las fibras oxidativas se mantiene en el
diafragma, tendiendo a aumentar en el intercostal y a disminuir en el deltoides de los pacientes
con EPOC. Respecto a la actividad enzimatica oxidativa, esta conservada en el diafragma de los
pacientes con EPOC, aunque disminuye en el intercostal y muestra tendencia a aumentar en el
deltoides. Finalmente, la densidad capilar aumenta en todos los musculos incluidos en el
estudio.

En general los estudios que han valorado la capacidad oxidativa muscular lo han hecho
analizando por separado cada uno de los factores que intervienen en la misma, ya sean los
tipos fibrilares, la actividad enzimatica muscular, la densidad capilar u otros.

A continuacién se analizan los cambios observados para nivel y musculo, estableciendo
dos grandes grupos: musculos respiratorios (diafragma e intercostal) y de las extremidades
(deltoides). En realidad, se ha preferido el estudio de un musculo de las extremidades
superiores, por dos razones. La primera, la creciente impresion de que éste es un territorio
“mixto” de gran interés, en el que coexisten cambios sistémicos con otros regulados por
factores locales. Esto lo convierte en un excelente modelo para la discusion de los factores
implicados en la remodelacion muscular en la EPOC. La segunda, el hecho de que los musculos
de las extremidades inferiores ya han sido extensamente analizados por otros autores en

muchos de los puntos que integran los objetivos del presente trabajo. Concretamente varios
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trabajos de Maltais'*' y Jakobsson'®, entre otros, han valorado diversos aspectos a nivel del
cuadriceps, basandose en el hecho de que los pacientes con EPOC presentan una menor
tolerancia al esfuerzo y este musculo estaria directamente implicado en la capacidad de
ejercicio. Este hecho vendria determinado por una disfuncién en la musculatura periférica de las
extremidades inferiores, bien por lo que se ha dado en denominar “desacondicionamiento”
como por la existencia de una alteracién intrinseca a nivel del propio musculo. Por razones
éticas, ademas, consideramos que era inviable la toma de la muestra de un cuarto musculo (el
cuadriceps) en nuestros pacientes.

El deltoides, como muchos de los muisculos de las extremidades superiores, no participa
en actividades como la deambulacion y por ello no se ha considerado habitualmente como un
factor relevante en la limitacién al ejercicio. Podria actuar como un musculo accesorio de la
inspiracion en los pacientes con EPOC. Asi se ha demostrado que en los sujetos con EPOC grave
el deltoides seria reclutado cuando respiran frente a cargas inspiratorias incrementales. Esto no
sucede en individuos sanos, por tanto, el estudio de este mudsculo puede ayudar a clarificar por
una parte si los cambios que induce la EPOC sobre los musculos esqueléticos son homogéneos
a nivel de los distintos grupos musculares; y por otra, si a este nivel existen factores locales que
puedan determinar los cambios, o éstos forman parte de un efecto sistémico de la EPOC sobre

los musculos periféricos.
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11.1 MUSCULOS RESPIRATORIOS

11.1.1 DIAFRAGMA

Los pacientes con EPOC muestran un porcentaje de fibras de tipo I (expresado por
ATPasa o MyHC I) cuanto menos preservado, y con una cierta tendencia al aumento. Algo
similar fue descrito por Levine!®, aunque este autor observd un incremento significativo en los
pacientes con EPOC grave, lo que estaria en relaciéon con la sobrecarga crénica que suponen las
cargas derivadas de la obstruccion de las vias aéreas e hiperinsuflacién pulmonar. Reflejaria
probablemente un fenémeno adaptativo del diafragma, en un intento de mejorar su capacidad
aerodbica (es decir, su resistencia). Se sabe que las fibras de tipo I tienen una capacidad
oxidativa superior a la de las fibras de tipo II, lo que permite una actividad sostenida por su
gran resistencia a la fatiga. Las pequenas diferencias con el estudio de Levine probablemente
se deban a la seleccion de pacientes y/o eventuales diferencias relacionadas con el origen de la
poblacidn. Asi, en un trabajo anterior nuestro grupo sélo hallé cambios discretos en la expresion
de los genes de la MyHC-I en sujetos con EPOC moderada-grave del area mediterranea
(Gea'®®). Ademas, en nuestro presente trabajo los pacientes con el subgrupo de enfermedad
mas grave presentaban un FEV; ligeramente mayor que el de Levine (38% frente a 33%) lo
que podria influir en la menor magnitud de los cambios.

Al analizar el tamaio fibrilar no se hallaron diferencias entre los pacientes con EPOC y
los sujetos controles. Es decir, el tamafio se hallaba cuanto menos preservado en los primeros
como grupo. Esto era asi tanto para el tamafio global como para el correspondiente a las fibras
de tipo Iy II por separado, y difiere de los hallazgos de Sanchez!'® segin el cual los pacientes
con EPOC presentaban un diametro fibrilar menor, y éste se correlacionaba a su vez con el
valor del FEV,. Segun estos Ultimos datos se podria establecer que la EPOC actuaria ejerciendo
un efecto de “desentrenamiento” sobre el diafragma. Esto vendria reforzado por el hecho de
gue este mismo autor también observd una disminucion en la actividad enzimatica muscular. En
el mismo sentido, en nuestro estudio si hemos hallado una relacion significativa entre tamaio y
deterioro funcional. En concreto, las fibras tendian a ser menores en los sujetos con mayor

deterioro (obstruccién bronquial, atrapamiento aéreo o alteraciones en la difusion, mas
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marcados). Es decir, en el grupo concreto de pacientes con EPOC si pareceria confirmarse los
hallazgos de Sanchez, pero mas de una forma progresiva al deterioro funcional que cualitativa
por la presencia de enfermedad.

Al analizar la actividad enzimatica oxidativa global (en concreto, la de la CS) se observd
que ésta se hallaba conservada, aunque con una ligera tendencia a la disminucion en los
pacientes con EPOC grave. Es decir, la tendencia era la contraria a la observada en las
poblaciones fibrilares. La actividad de la enzima no se correlacioné con ninguno de los
parametros de funciéon pulmonar analizados. Nuestros hallazgos son similares a los publicados
por Past6® e indicarian que la actividad enzimatica oxidativa no sigue el mismo proceso
adaptativo de otros factores. Otros autores (Sanchez'?*) han observado algo similar, aunque
con disminuciones mas marcadas de la capacidad oxidativa en el diafragma de sujetos con
EPOC. Esto seria compatible con la hipotesis de que, a nivel enzimatico, predominen factores
sistémicos de indole deletérea, que serian solo parcialmente contrarrestados por el
entrenamiento. También con el hecho de que la regulacién de los factores enzimaticos (en la
mayoria de ocasiones, el microambiente histico) es diferente del de las proteinas estructurales
(fundamentalmente, el tipo e intensidad de la actividad mecanica). Por otra parte, el mismo
grupo antes mencionado hall6 resultados diferentes a nivel del /atissimus dorsiy el intercostal,
donde la actividad enzimatica oxidativa estaba incrementada. Esto sugeriria a su vez, que los
cambios en los diferentes musculos esqueléticos de los pacientes con EPOC varian en funcion
del grupo estudiado y que si bien existen factores sistémicos comunes (p.e. mediadores
inflamatorios), éstos estarian modulados por factores locales en cada musculo, que guardarian
relacién con la gravedad de la EPOC.

Por otra parte, la actividad de la PFK (enzimas clave de la via glicolitica) se halla
marcadamente disminuida en los pacientes con EPOC grave, tendencia que ya es apreciable en
la poblacién global de enfermos con EPOC. Ademas, esta disminucion es proporcional al grado
deterioro de la funcion pulmonar. Esto seria probablemente un reflejo de la transformacion que
se produce en estos pacientes donde las fibras de tipo II, glicoliticas y de contraccion rapida,
muestran una tendencia a ser sustituidas por fibras de metabolismo predominantemente

oxidativo. Otro posible mecanismo que explique la disminucion en la PFK es que esta enzima se
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ve inhibida por niveles altos de ATP, como los que se producen durante la contraccién muscular
y por el descenso del pH, que pueden estar ocasionalmente presente en los pacientes con EPOC
mas grave.

Por otra parte, en nuestro estudio se observo un incremento en la actividad de la LDH.
Este aumento era porporcional ademas al grado de deterioro funcional. La LDH cataliza una
reaccion bidireccional entre piruvato y lactato y su actividad estaria modulada por una parte por
el tipo de actividad fisica y por otra por la hipoxia cronica (Jakobsson!%®). Asi tanto el
entrenamiento “de resistencia” como la disminucion en la PaO, provocarian un incremento en la
actividad de esta enzima. Ambas circunstancias, obviamente pueden estar presentes en los
pacientes con EPOC. A titulo especulativo y a nivel metabdlico, el hecho de que la actividad de
la LDH se incremente al avanzar la enfermedad, podria favorecer un mayor paso hacia piruvato,
lo que reintegraria substrato al ciclo de Krebs y permitiria mantener en presencia de oxigeno,
una produccién energética correcta.

La actividad de la CPK (enzima indicador de la capacidad de almacenamiento
energético) no parece modificarse en el diafragma de los pacientes con EPOC respecto de los
sujetos control. Sin embargo, si que se observd una tendencia a incrementarse en presencia de
marcado deterioro funcional (correlacion directa con el RV en pacientes con EPOC). Esto podria
indicar una adaptacién en casos extremos, posiblemente explicable por la necesidad de generar
mas energia necesaria para la contraccion muscular.

Por ultimo, la densidad capilar si se hallé6 aumentada en los pacientes con EPOC. Esto
facilitaria un mayor aporte de oxigeno al musculo, aun en presencia de contenidos de este gas
disminuidos en sangre arterial. Esta respuesta seria ademas mayor a medida que aumentase el
grado de enfermedad (relacion directa con el grado de obstruccién). Trabajos anteriores de
nuestro grupo ya habian descrito un incremento en la densidad capilar tanto en el diafragma
como en el intercostal externo, que eran ademas proporcionales al grado de alteracion
ventilatoria. La génesis de vasos sanguineos seria una respuesta adaptativa al “efecto” ejercicio
y estaria mediada por una serie de factores cuyos mecanismos reguladores no estan del todo

aclarados (Gustafsson'*?).
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Un hallazgo interesante es la buena relacién entre los porcentajes de fibras oxidativas (tanto
valorados por el método de expresion de proteinas estructurales como por el de actividad
metabolica) y la densidad capilar. Esto parece indicar que a pesar de los diversos factores
reguladores, y de las eventuales diferencias entre los elementos de expresion de la capacidad
oxidativa, parece existir una convergencia adaptativa entre la mayoria de ellos. Aunque menos,
existen ademas correlaciones con la actividad enzimatica global.

En resumen, el diafragma humano muestra en presencia de EPOC algunos cambios
adaptativos que globalmente facilitarian la preservacion de su capacidad oxidativa. Algunos de
estos cambios son proporcionales al grado de deterioro de la funcién respiratoria. Por otra
parte, se trata de cambios no muy marcados (con excepcion de los observados en la densidad
capilar), y heterogéneos en su magnitud, segun el elemento analizado. Probablemente, esto
ultimo sea debido a los mlltiples y diferentes factores implicados en la génesis de los cambios

en cada uno de ellos.
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11.1.2 MUSCULO INTERCOSTAL EXTERNO

Al analizar el porcentaje de fibras de tipo I no se hallaron cambios asociados a la
presencia de EPOC, aunque la tipificacion enzimatica mostraba una tendencia a un menor
porcentaje de fibras oxidativas. Sin embargo, los pacientes mas graves tendian a presentar un
mayor porcentaje de fibras tipo IIa. Probablemente las pequefias diferencias observadas con el
diafragma (donde existia una ligera tendencia al aumento de las fibras de tipo I) se deban a la
actividad de cada uno de estos musculos en los pacientes con EPOC. Asi, el diafragma es el
principal musculo inspiratorio mientras que el intercostal intervendria de forma intermitente y
en menor medida en el proceso respiratorio. Sin embargo, en aquellas situaciones en las que se
produce un incremento de la resistencia inspiratoria (como ocurre en la EPOC) o en las
demandas ventilatorias (como sucederia durante el ejercicio), el intercostal tendria un papel
progresivamente mas importante (De Troyer'®®). En anteriores estudios realizados por nuestro
grupo (Aguar®®, Gea*) hemos observado que la activacién de este musculo es diferente que la
del diafragma, y esto se traduce en la tendencia al incremento en la expresion de miosina tipo
II. Probablemente esto se explique por el reclutamiento intermitente y de alta intensidad
asociado a unos mayores requerimientos ventilatorios.

Un mayor grado de enfermedad implicaria pues, la presencia de mayor porcentaje de
fibras de contraccidon rapida y alta potencia de contraccion. Esto tendria indudables ventajas
funcionales, al proporcionar al sistema un elemento de fuerza intermitente, que podria actuar
en caso de ser requerido. Este elemento seria ademas complementario del observado en el
diafragma, donde la tendencia a un mayor porcentaje de fibras oxidativas facilitaria la labor
continuada. Un punto de especial interés es la razén por la existe una discreta discrepancia
entre las tipificaciones por proteinas estructurales y el método metabdlico. Esto puede
nuevamente explicarse por la diferente aproximacion que ambos realizan al mismo fendmeno
(potencial oxidativo). Esta diferente aproximacion implica ademas diferentes factores
reguladores de la adaptacion en cada caso. No obstante, y de forma intraindividual, deberia
existir una buena relacion entre ambos métodos. En nuestro caso, el analisis de ambas técnicas

ha mostrado una buena correlacion interna.
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En cuanto al tamafio de las fibras del intercostal, éste fue mayor en los sujetos con
EPOC, tanto desde una Optica global como respecto de las fibras de tipo I y de tipo II por
separado. El tamafio era ademas proporcional a la resistencia en la via aérea, sugiriendo un
mecanismo causal. Estos resultados también concuerdan con los observados anteriormente por
nuestro grupo (Aguar™), asi como estudios precedentes realizados en modelos animales
(Decramer'®’). Como ocurria en el caso de los porcentajes fibrilares, la situacion diferia de la
observada en el diafragma, donde el tamafio fibrilar se hallaba apenas conservado.
Nuevamente las diferentes acciones de ambos musculos explicarian estas diferencias. El
diafragma estaria sometido a la combinacién de un “entrenamiento de resistencia” (estimulo de
menor intensidad pero por tiempo prolongado), que favoreceria el paso de fibras tipo II a tipo
I, vy a efectos deletéreos sistémicos. El intercostal, por el contrario, estaria sometido a un
“entrenamiento de fuerza” (estimulo de alta intensidad, corta duracion y de forma intermitente,
con periodos intercalados de descanso) lo que favoreceria el predominio de fibras tipo II y el
mayor tamano celular.

Al analizar la actividad enzimatica oxidativa global (CS) se observd que estaba
disminuida en los pacientes con EPOC en comparacion con sujetos sanos y se correlacionaba de
forma positiva con el grado de obstruccion y la resistencia en la via aérea. Es decir, la EPOC
provocaria en el intercostal cambios diferentes de los observados en el diafragma costal. En
este Ultimo, la enfermedad se asocia al aumento (Sanchez!®®) o al menos, preservacion
(Past6!®) de la capacidad enzimatica oxidativa. Por el contrario, parece que la situacidn es
justamente la contraria en el intercostal, asociandose la presencia y gravedad de la enfermedad
respiratoria a una menor capacidad oxidativa. Esto concuerda perfectamente con los hallazgos
realizados por el presente y otros estudios de nuestro mismo grupo respecto de los otros
componentes estructurales o metabdlicos ligados al potencial oxidativo. Nuestros resultados
estarian nuevamente en relacion con el tipo de actividad del intercostal. Como ya se ha
mencionado, este musculo interviene de forma intermitente en la ventilacion, justamente al
aumentar las demandas. Por tanto, su funcidén seria mas de proporcionar un suplemento de
fuerza al sistema cuando fuera requerido. Esta caracteristica funcional parece concordar

perfectamente con el hecho de que las fibras aumenten de tamafio, tiendan a virar hacia las de
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actividad glicolitica y disminuyan la actividad de sus enzimas oxidativos. Sin embargo, nuestros
hallazgos sobre la actividad de la citrato sintasa en el intercostal difieren de los obtenidos
previamente por Sanchez'?®, quien observd precisamente lo contrario, un incremento en la
actividad de la enzima con la enfermedad pulmonar. Este aumento correlacionaba ademas de
forma negativa con el grado de obstruccion y de forma positiva con los volimenes pulmonares.
Sin embargo, hay que recordar que el grupo de pacientes estudiados por Sanchez presentaban
una enfermedad de grado moderado, y quizas esto haya influido en el grado y patron de
reclutamiento muscular.

En cuanto a los enzimas de la via glicolitica, la PFK estaria aumentada en los pacientes
con EPOC en comparacion con los sujetos sanos, correlacionando de forma negativa con el nivel
de obstruccién. Nuevamente este comportamiento es coherente con lo observado en la via
oxidativa y difiere de las observaciones realizadas en el diafragma, donde la actividad glicolitica
disminuye a medida que empeora la enfermedad pulmonar. Algo similar ocurre con la LDH,
cuya actividad también esta incrementada en los pacientes con EPOC, correlacionando de forma
negativa con el grado de resistencia en la via aérea. Aqui cabe afadir que ademas de concordar
con el resto de hallazgos, al ser una enzima que cataliza una reaccion bidireccional, permitiria
recuperar substrato para la via oxidativa si fuese necesario.

Por ultimo, la capacidad enzimatica de la CPK esta aumentada en el intercostal de los
pacientes con EPOC en comparacion con los sujetos con buena funcion pulmonar. Este cambio
es ademas proporcional a la gravedad de la afectacion funcional y permitiria disponer de
mayores reservas energéticas a los pacientes con enfermedad grave.

Respecto del niimero de capilares, y confirmando trabajos anteriores de Jiménez et al®,
éste es mayor en los pacientes con EPOC en relacidon con los sujetos control, correlacionando
negativamente con el grado de obstruccion. Esto favoreceria un mejor aporte de oxigeno al
facilitar el flujo al misculo, lo que eventualmente podria estar en relacion con la actividad
reversa de la LDH y en el mismo terreno especulativo, con el incremento de reserva energética
(cambios en la actividad de la CPK) también observados en este estudio.

En resumen, el intercostal muestra una tendencia a incrementar el nimero de fibras

glicoliticas o mixtas, asi como el tamafio fibrilar. El paso a actividad glicolitica es mucho mas
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evidente a nivel enzimatico. Estos cambios irian ligados a la actividad de este musculo y
facilitaria un suplemento de fuerza y velocidad al sistema en situaciones de compromiso.

Por otra parte, el sistema vascular periférico se comportaria de forma similar a como lo hace en
el diafragma, aumentando su densidad. Esto ayudaria a mantener un adecuado aporte

energético.
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11.2 MUSCULOS PERIFERICOS

11.2.1 MUSCULO DELTOIDES

Como hemos dicho anteriormente, este musculo presenta un indudable interés dada su
posicion en el organismo, que le confiere la posibilidad de participar en diferentes funciones, es
decir, tanto esqueléticas como ventilatorias accesorias. Probablemente sus hallazgos
estructurales y metabdlicos deriven de esta pluripotencialidad, pudiendo ademas aportar
nuevos datos sobre los mecanismos fisiopatoldgicos que participan en la disfuncion muscular en
la EPOC.

En nuestro trabajo hemos observado que los pacientes con EPOC (sobre todo a medida
que avanza la enfermedad) tienen una fuerte tendencia a presentar un porcentaje de fibras tipo
I (expresando MyHC I) menor que los sujetos control. Sin embargo este hallazgo no se
confirma con la tipificacion por ATPasas, lo que probablemente guarde relacidon con los distintos
factores reguladores en cada caso (mecanico en el caso de la expresion de MyHC y de
microambiente tisular en el caso de la actividad enzimatica fibrilar). El tamano fibrilar también
tiende a ser inferior en los pacientes con EPOC, tanto a nivel global como si se produce el
andlisis por tipos celulares. En el mismo sentido se encuentran las relaciones observadas entre
tamafio fibrilar del deltoides y gravedad de la enfermedad. Todo ello parece apuntar a que el
factor fisiopatologico fundamental en el fenotipo fibrilar del deltoides sea el de la miopatia
sistémica, que seria porporcional a la enfermedad. El eventual reclutamiento del deltoides bajo
cargas demostrado por nuestro grupo en un trabajo precedente (Méndez'®®) tendria un papel
menor, pues no conseguiria preservar totalmente las caracteristicas estructurales de las fibras
del musculo. En un trabajo reciente, con analisis de los histogramas de frecuencias de tamaio
fibrilar, hemos demostrado que lo que ocurre en realidad es la coexistencia de cambios
“duales”. Es decir, un grupo de fibras se ha hecho menor de lo normal (probablemente por los
factores deletéreos mencionados), mientras que otro grupo se ha hecho mayor (probablemente
por un “efecto entrenamiento”, relacionado con las cargas respiratorias) (Hernandez'®).

En estudios realizados en otros grupos musculares, como el cuadriceps, se ha
observado que pacientes con EPOC grave presentaban una disminucién en el porcentaje de

MyCH I, que se correlacionaba con el grado de obstruccion (Maltais'®*). Sin embargo, otros
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autores como Satta!®

, estudiando un grupo de pacientes con enfermedad moderada, no han
hallado cambios en la expresion de MyCH I en relacion a sujetos sanos. Probablemente en este
caso se implicaria el grado de actividad mecanica ventilatoria del deltoides en ambos grupos,
dado que la activacion muscular es uno de estimulos mas potentes en la expresidn de los genes
de miosina. A nivel del biceps se ha descrito también la aparicion de atrofia en las fibras tipo Iy
tipo II en relacién a la pérdida ponderal y al grado de obstruccién (Sato'®). Esto podria estar
en relacion con los efectos sistémicos de la enfermedad respiratoria.

En vista de estos datos se podria hipotetizar que si bien existen factores sistémicos implicados
en la disfuncién muscular, la respuesta varia dependiendo del grupo muscular analizado y aun
en el mismo musculo, con presencia de cambios heterogéneos.

Al analizar la actividad enzimatica oxidativa muscular global, a través de la capacidad de
la enzima CS, pudo observarse que ésta era superior en los pacientes con EPOC,
correlacionandose ademas directamente con el grado de obstruccién. Es decir, a mayor grado
de enfermedad mayor incremento en la actividad de la CS. Este resultado podria estar en
relacion con el reclutamiento antes mencionado del deltoides bajo cargas mecanicas e
implicaria un efecto “entrenamiento”. Un punto de interés es el por qué este efecto se ha
expresado en cambios de tipo aerobio en la actividad enzimatica y contrarios en el fenotipo
fibrilar, al menos en el tamano y expresion de proteinas estructurales. Aunque meramente
especulativa, nuestra explicacion es nuevamente que esto se debe a los diferentes mecanismos
de regulacién de unos y otros. Asi, las caracteristicas fibrilares dependen fundamentalmente del
tipo e intensidad de la actividad mecanica, mientras que la regulacién de la cantidad de enzima
y su capacidad intrinseca dependen mas de factores de microambiente celular. Algo parecido
sucederia con la actividad de la otra enzima oxidativa analizada, la ATPasa, que concuerda en
su tendencia con el incremento observado en la capacidad de la CS (Gea®?).

En cuanto a la actividad glicolitica, no se encontraron diferencias entre la actividad de la
PFK entre los pacientes con EPOC y los sujetos controles. Sin embargo, la actividad de la LDH
se hallaba incrementada en los primeros, lo que podria nuevamente facilitar el paso de

substrato a la via oxidativa en condiciones apropiadas. Por su parte, no se observaron cambios

en la capacidad enzimatica ligada a la reserva energética (CPK).
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En estudios previos a nivel de los musculos de las extremidades inferiores (cuadriceps)
se ha observado que los pacientes con EPOC presentan un nivel de actividad de la PFK superior
a los sujetos controles. Esto se podria explicar por el efecto de la hipoxia cronica y el
incremento de la capacidad de metabolismo anaerébico (Jakobsson!%). Asimismo, una enzima
que interviene en el transporte electronico y por tanto en el metabolismo aerdbico, la COX, y
gue aumenta en situaciones de hipoxia, también parece estar incrementada en los pacientes
con EPOC, sobre todo si presentan insuficiencia respiratoria (Sauleda®*). Sin embargo, en otros
estudios se ha observado que la capacidad oxidativa muscular, valorada por la actividad de la
CS, estaba disminuida en los cuddriceps de los pacientes con EPOC (Maltais'?!). Esto
probablemente estaria en relacion con mecanismos de regulacion diferentes o por la influencia
de factores sistémicos que alterarian la relacién normal entre ambas vias (Sauleda'*?).

Por Ultimo, la densidad capilar en el deltoides de los pacientes con EPOC tiende a ser
menor que en sujetos sanos, aunque no alcanza la significacion estadistica. Como ya se ha
mencionado anteriormente, el ndmero de capilares es un factor que intervendria
potencialmente en la capacidad oxidativa muscular dado que facilitaria un correcto aporte de
oxigeno. Nuevamente, la disparidad en los mecanismos reguladores provocaria que el
predominante en este caso fuera el de la miopatia periférica, o el relativo decondicionamiento,
al ser los hallazgos de nuestro trabajo muy similares a los observables en el cuadriceps de
pacientes con EPOC.

En resumen, el deltoides muestra cambios en los pacientes con EPOC que sugieren
una facilitacion del metabolismo aerdbico a medida que avanza la enfermedad. Estos cambios
son especialmente evidentes a nivel enzimatico y difieren de lo observado en los musculos de
las extremidades inferiores. Sin embargo y como se ve en el apartado siguiente, son de menos
magnitud que los observados en los musculos especificamente ventilatorios. Por el contrario, los

capilares disminuyen de forma similar a lo previamente descrito en otros musculos periféricos.
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11.3 CAPACIDAD OXIDATIVA EN LOS TRES MUSCULOS ANALIZADOS

En individuos sin patologia obstructiva y en pacientes con EPOC considerados
globalmente la capacidad oxidativa del diafragma e intercostal es superior a la del deltoides. La
explicacion, como se ha mencionado anteriormente, podria ser la carga cronica derivada de la
actividad respiratoria, respectivamente normal o aumentada por la obstruccién de las vias
areas, que ejerceria un “efecto entrenamiento” sobre los misculos respiratorios.

Sin embargo en los pacientes mas graves, se observaria una tendencia a desarrollar una
mayor capacidad enzimatica oxidativa en el diafragma que en el intercostal, aunque los
componentes puramente estructurales se mantendrian similares en ambos musculos

respiratorios.
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11.4 COMPARACION DE LOS DOS METODOS DE TIPIFICACION DE FIBRAS

OXIDATIVAS

En este trabajo hemos analizado el porcentaje de fibras de tipo I mediante dos técnicas
complementarias, una de base estructural y la otra de fundamento metabdlico. El porcentaje de
fibras tipo I por ambas técnicas es muy similar al analizar el diafragma. En el caso del
intercostal las fibras tipo I tienden a estar discretamente infraestimadas por la técnica
metabolica respecto de la estructural. La discrepancia mayor ha aparecido en el musculo
deltoides en el grupo de pacientes con EPOC, donde ambos métodos difieren de forma
significativa. En concreto, “sobreestimando” el método enzimatico el componente de potencial
oxidativo respecto del estructural. Esta situacion no se produce en la poblacion con funcion
pulmonar normal.

Nuestra explicacion, previamente mencionada al hablar especificamente del deltoides, se
hallaria ligada a los elementos reguladores en cada caso y ligados a la enfermedad (ausentes
en el sujeto sano). Estos son de tipo fundamentalmente mecanico en la expresién de las
isoformas de las proteinas estructurales, y de indole predominantemente de microambiente
histico en el caso de las actividades enzimaticas. En este sentido cabe recordar que la actividad

ATPasa tiene un comportamiento paralelo al de la otra enzima oxidativa analizada (CS).
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CONCLUSIONES
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12 CONCLUSIONES

1.

Los diferentes factores, estructurales y metabdlicos, que contribuyen a la capacidad

oxidativa se adaptan de forma heterogénea en diversos musculos de los pacientes con

EPOC. Esto es probablemente atribuible a los distintos elementos reguladores en cada caso

(fundamentalmente actividad mecanica, accién local de diversas hormonas y factores de

crecimiento, asi como microambiente histico).

Esta adaptacion varia ademas dependiendo del misculo analizado, lo que sugiere que se

haye influenciado no sélo por factores sistémicos relacionados con la EPOC (mediadores,

inflamacion, estrés oxidativo, etc) sino también por elementos locales (sobrecarga cronica,

desuso):

a)

b)

El diafragma tenderia a preservar su actividad oxidativa mediante el mantenimiento
o discreto incremento de sus elementos estructurales y enzimaticos.
El componente con mayor afectacion para facilitar la capacidad oxidativa parece ser

I\\

el incremento de la densidad capilar, y el “"mas limitante” la actividad enzimatica
global.

El intercostal externo mostraria cambios estructurales y metabdlicos divergentes,
unos relacionados con actividad anaerdbica de “fuerza”, y otros que también
facilitarian actividades sostenidas de tipo aerdbico.

Sus cambios son, por tanto, diferenciados de los del diafragma, aunque puedan
coincidir en algun elemento.

En pacientes con enfermedad grave, los elementos enzimaticos parecen dotar de

mayor capacidad oxidativa al diafragma que al intercostal, siendo mas similares en

ambos musculos los de tipo estructural.
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d) Los cambios observados en el deltoides difieren de los descritos previamente por
otros autores a nivel de los musculos periféricos de las extremidades inferiores
(fundamentalmente en el cuadriceps).

3. El andlisis de los porcentajes fibrilares por la técnica inmunohistoquimica o mediante la
tincion de ATPasa muestra pequenas diferencias, sobre todo en los pacientes con EPOC.
Esto probablemente guarde también relacion con los diferentes mecanismos reguladores en

cada caso.
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