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Resumen y Abstract IX

Resumen

RESPUESTAS AL EJERCICIO FiSICO MEDIADAS POR HIF-1 EN PACIENTES CON
EPOC RESIDENTES A 2600 m.s.n.m

Antecedentes: A pesar del conocimiento sobre la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica
(EPOC) y los mecanismos celulares de reaccion a la hipoxia, se desconocen cuales los niveles de
referencia del HIF-1 en EPOC a gran altitud y su relacion con el Factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) y de la Eritropoyetina (EPO) antes y después del ejercicio fisico.

Objetivo: Determinar los efectos del ejercicio sobre la via de senalizacion de HIF-1a, la funcion

cardiopulmonar y la calidad de vida en pacientes con EPOC residentes a gran altitud.

Métodos: Pacientes con EPOC fisicamente inactivas residentes en gran altitud, comparados con
sujetos control sanos. Intervencion: programa de ejercicio fisico domiciliar multimodal de 8 semanas
(8-WVP) compuesto por ejercicio respiratorios, resistencia cardiopulmonar, fuerza resistencia,
flexibilidad y sesiones de educacion en salud. Variables primarias: concentracion plasmatica de HIF-
la, EPO y VEGF en reposo, 30 minutos y 24 horas después de ergoespirometria. Variables
secundarias: espirometria, hemograma, rendimiento fisico, test funcionales de aptitud fisica y

calidad de vida asociada a la salud.

Resultados: Los niveles de HIF-1a fueron mas altos en los pacientes EPOC que en los controles.
El gjercicio disminuyo los niveles de HIF-1a en 25 %, aument6 el nivel de VEGF en 34 % y la EPO
en 23 % en pacientes con EPOC. Existe una correlacion negativa entre HIF-1a y el VOspico, VE,
CVF, FEF 25-75%, MCV y MCH. El rendimiento fisico de los EPOC aument?6 en todas las pruebas
de aptitud fisica.

Conclusion: Los niveles de HIF-1a en los EPOC fueron significativamente mas altos que en
personas sanas antes del ejercicio. Los niveles de VEGF y EPO aumentaron a pesar de la

disminucion de HIF-1 posterior al ejercicio.

Registro del ensayo: NCT04955977 [ClinicalTrials.gov, WHOICRTP]
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Palabras clave: Enfermedad pulmonar obstructiva créonica; Ejercicio fisico; hipoxia; factor

inducible por hipoxia; Aptitud fisica.
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Abstract

RESPONSES TO PHYSICAL EXERCISE MEDIATED BY HIF-1 IN PATIENTS WITH
COPD RESIDING AT 2600 m

Background: Despite the knowledge about Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) and
the cellular mechanisms of reaction to hypoxia, the levels of HIF-1 in COPD at high altitudes and
its relationship with the Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), and Erythropoietin (EPO)

before and after physical exercise.

Objective: To determine the effects of exercise on the HIF-1a signaling pathway, cardiopulmonary

function, and quality of life in high-altitude residents with COPD.

Methods: Physically inactive COPD patients residing at high altitude, compared with healthy
control subjects. Intervention: 8-week multimodal home physical exercise program (8-WVP)
composed of respiratory exercise, cardiopulmonary resistance, strength resistance, flexibility and
health education sessions. Primary variables: plasma concentration of HIF-1a, EPO and VEGF at
rest, 30 minutes and 24 hours after ergospirometry. Secondary variables: spirometry, blood count,

physical performance, functional physical fitness tests, and quality of life associated with health.

Results: HIF-1a levels were higher in COPD than in controls. Exercise will increase HIF-1a levels
by 25%, increase VEGF level by 34%, and EPO by 23% in COPD patients. There is a negative
connection between HIF-1lo and V02peak, VE, FVC, FEF 25-75%, MCV and MCH. EPOCs'

physical performance increased in all physical fitness tests.

Conclusion: HIF-1a levels in COPDs were significantly higher than in healthy people before

exercise. VEGF and EPO levels increased despite the post-exercise HIF-1 decrease.

Trial Registry: NCT04955977 [ClinicalTrials.gov, WHOICRTP]

Keywords: Chronic obstructive pulmonary disease; Physical exercise; Hypoxia; Hypoxia inducible

factor; Physical aptitude
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Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se caracteriza por una obstruccion cronica del
flujo de aire asociada con inflamacion de las vias respiratorias, remodelacion del parénquima
pulmonar e hipoxemia. Los sintomas clinicos con mayor incidencia en los pacientes con EPOC son
la disnea, la tolerancia limitada al esfuerzo fisico, el deterioro funcional y el deterioro de la calidad
de vida (1). Sin embargo, aspectos ambientales como la exposicion aguda o cronica a ambientes de
hipoxia hipobarica suponen un perjuicio ain mayor para el estado clinico y el rendimiento fisico de

estos pacientes (2—4).

La exposicion a hipoxia asociada a patologias pulmonares, esfuerzo fisico o disminucion de la PaO;
atmosférica conduce a cambios a nivel celular relacionados con el estrés oxidativo, aumento de
especies reactivas de O,, autofagia mitocondrial y apoptosis celular (5). El Factor 1 inducible por
hipoxia (HIF-1) es la molécula reguladora maestra involucrada en los diferentes mecanismos
resultantes de una baja exposicion de PaO,. El HIF-1 desencadena varias respuestas a la hipoxia, al
regular la expresion de multiples genes que inciden en los procesos de sintesis de proteinas de
adaptacion a bajas PaO,, relacionadas con procesos de angiogénesis, la eritropoyesis y la regulacion

metabodlica (6,7), implicados en el rendimiento fisico.

La exposicion a hipoxia hipobarica se ha utilizado como estrategia para optimizar el rendimiento
fisico tras la activacion de vias de sefializacion derivadas del aumento de HIF-1 (8). El ejercicio
fisico es un potente estimulador biomolecular de los sistemas hematopoyético (9), muscular (10) y
endocrino (11). Por tal motivo, se han desarrollado diferentes estrategias de entrenamiento fisico
terapéutico en condiciones de hipoxia en enfermedades cronicas no transmisibles como las
cardiopatias, la hipertension arterial, los sindromes metabdlicos, la obesidad, la diabetes mellitus

tipo 2 (11).

Actualmente, existe evidencia cientifica sobre como los mecanismos fisiopatologicos de la EPOC
afectan la expresion de HIF-1 (12—14) y su relacion con la respuesta inflamatoria de la via aérea, la
inflamacion cronica del parénquima pulmonar (15,16) y la regeneracion vascular (17); especialmente

en pacientes con EPOC fumadores. No obstante, se desconocen los niveles de HIF-1a en pacientes
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con EPOC que residen en ambientes de hipoxia altitudinal y que simultdneamente estan expuesto a

un estimulo hipoxémico adicional asociado con el gjercicio (6).

Por lo tanto, esta investigacion busco investigacion busco determinar el efecto de un programa de
ejercicio fisico de 8 semanas sobre la concentracion plasmatica de HIF-1a, en pacientes con EPOC,
residentes en gran altitud. Adicionalmente, se establecieron los efectos sobre la angiogénesis y la
eritropoyesis a través de de la determinacion del Factor del Crecimiento Endotelial vascular y la
eritropoyetina y los cambios en las células rojas y las en la funcion ventilatoria. Finalmente, se
evaluaron y correlacionaron los resultados hormonales con los obtenidos en la evaluacion de
rendimiento fisico, la cual contemplé ergoespirometria, dinamometria, pruebas de campo de aptitud

fisica funcional, calidad de vida asociada a la salud y disnea.

Este documento esta estructurado por 5 capitulos que corresponden tanto al desarrollo teodrico y
referencial de la tematica, como a la propuesta metodologica y resultados obtenidos. Los capitulos

se presentan de la siguiente manera:

Capitulo 1: Maco referencial. En este capitulo se presentan los antecedentes cientificos relacionados
con EPOC, ejercicio fisico e hipoxia, en formato articulo cientifico tipo revision sistematica. Se
realiz6 un proceso riguroso y metodologico de seleccion de los documentos mas apropiados para la
construccion del marco referencial, la identificacion del problema y el planteamiento de la

justificacion de esta investigacion.

Capitulo 2: Marco tedrico. En este capitulo se presentan en primer lugar los aspectos conceptuales
puntuales de la EPOC, sus factores etioldgicos, cuadro clinico y caracteristicas fisiopatoldgicas.
Posteriomente, se relacionan los aspectos especificos de la hipoxia y el HIF-1 y su efecto sobre la
sintesis de proteinas relacionadas con procesos de angiogénesis y eritropoyesis. Finalmente, se hace
un abordaje de los aspectos conceptuales de la relacion de la sintesis proteica mediada por HIF con

el rendimiento fisico y la funcion pulmonar.

Capitulo 3: Marco metodologico. En este se puntualizan los objetivos, preguntas e hipotesis de
investigacion. Consecuentemente, se describen las caracteristicas de la poblacion de estudio, los

procesos metodologicos de las evaluaciones realizadas, y los aspectos especificos de la intervencion.

Capitulo 4: Informe de produccion cientifica: En este se describen las publicaciones, ponencias y

actividades de apropiacion social del conocimiento producto del desarrollo de esta investigacion.
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Capitulo 5: Resultados. Se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
investigacion. La presentacion de los resultados se realiza por secciones. Cada seccion representa un
grupo de resultados encontrados. La seccion 1 describe los resultados de la prueba de ejercicio
cardiopulmonar (CPET) que se desarroll6d para pacientes con EPOC residentes a gran altitud. La
seccion 2 presenta los resultados encontrados antes y después de la intervencion entorno a las
proteinas de interés (HIF-1a, VEGF y EPO) y su relacion con los resultados de la CPET, funcion
pulmonar y el hemograma. Finalmente, la seccion 3 presenta los efectos del programa de
intervencion sobre la aptitud fisica funcional, la calidad de vida asociada a la salud y la disnea de

pacientes con EPOC residentes a >2500 m.

Capitulo 6: Discusion de resultados. En este capitulo se presenta la discusion integradora de cada
uno de los resultados obtenidos en cada segmento de la investigacion. Asi mismo, se presentan los
aportes clinicos y metodologicos de esta investigacion, las limitaciones, fortalezas y perspectivas

futuras.
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1. Capitulo 1. Marco referencial

1.1 Antecedentes

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es uno de los problemas respiratorios de
mayor impacto en salud publica porque compromete la funcién pulmonar, la funcionalidad y la
calidad de vida de la persona (1). De acuerdo a la Global Initative for Chronic Obstructive Lung
Disease (GOLD), en el mundo fallecen entre 3 a 5 millones de personas a causa de esta enfermedad
o sus comorbilidades (2). La GOLD establece la necesidad de promover tratamientos que
disminuyan la morbimortalidad de esta enfermedad y que a su vez mejoren la funcionalidad y calidad
de vida de los pacientes con EPOC. Dentro de los abordajes mas recomendados para la atencion
integral de la EPOC se encuentra la practica regular de ejercicio fisico, dado que es una estrategia
terapéutica de bajo costo y de facil aplicabilidad para reducir las complicaciones respiratorias y

comorbilidades asociadas con la enfermedad (3).

El ejercicio fisico genera respuestas celulares y biomoleculares que favorecen el ciclo y
funcionamiento celular; aspectos como la eficiencia transcripcional y transduccional para sintesis de
proteinas, el aumento de la liberacion hormonal y la optimizaciéon metabodlica son algunos de sus
beneficios. Multiples estudios han establecido que el ejercicio fisico es un estimulo hipoxico (4,5) y
por ello evoca respuestas moleculares que favorecen las adaptaciones a la hipoxia, mediante la
activacion del Factor 1 Inducible por la Hipoxia (Hypoxia-Inducible Factor 1) (7), el cual, es el

principal regulador de las respuestas celulares ante el déficit de O, (6-8).

Estudios realizados en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes con EPOC
exponen la presencia de cambios en las concentraciones nucleares del HIF-1; por lo cual, los
mecanismos transcripcionales para la expresion de genes sensibles a O, como el de la Eritropoyetina
(EPO), el del Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF), y multiples factores inflamatorios
estan modificados en la EPOC (5,9). No obstante, el conocimiento actual sobre las respuestas
hormonales mediadas por HIF-1 y su comportamiento posterior a la practica del ejercicio fisico en

personas con EPOC es desconocido.
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Con la finalidad de determinar los antecedentes y marco referencial de esta tematica se realizo una
revision sistematica integrativa de literatura cientifica publicada en revistas indexadas en las bases
de datos Science Direct, PubMed, Scielo y PEDro. Se utilizd como términos de busqueda Mesh:
Chronic Obstructive Pulmonary Disease; Hypoxia, Epigenomics; Exercise, y términos no Mesh:
Hypoxia Inducible Factor (HIF-1). Se consideraron publicaciones resultado de investigaciones

originales sobre EPOC, HIF-1 y ejercicio fisico.

Se establecieron como criterios de inclusion: articulos observacionales, ensayos clinicos y articulos
de revisiones; los cuales, contaron un valor minimo de evaluacion metodologica de 8 en escala
PEDro para ensayos clinicos (Anexo 1), 16 en la lista de chequeo PRISMA para revisiones (Anexo
2) y 18 en la lista de verificacion STROBE para estudios observacionales (Anexo 3). Asi mismo, se
tuvieron en cuenta articulos que describieran respuestas biomoleculares de genes sensibles a O, en
personas con EPOC, articulos que relacionaran como abordaje el ejercicio fisico, publicaciones que
vincularan dentro de sus variables resultados la medicion de HIF-1 y respuestas hormonales
asociadas a la sintesis de VEGF y EPO. Por otro lado, se plantearon como criterios de exclusion
publicaciones que hubiran incluido personas con enfermedad respiratoria diferente a EPOC, estudios
en personas con diagnodstico médico de anemia, enfermedad hepatica, enfermedad renal cronica,
enfermedades reumatoldgicas o antecedentes de hemorragia digestiva y publicaciones que no
documentaran respuestas biomoleculares en las variables resultados. Finalmente, se estipulé como
limites de busqueda a articulos publicados en revistas indexadas, en idioma inglés, espaiiol y

portugués y publicaciones que no fueran literatura gris.

La busqueda y seleccion de los articulos se desarrolld por revisores cegados. El investigador
principal de esta investigacion realizo la biisqueda, 2 revisores realizaron la seleccion de los articulos
a partir del cumplimiento de criterios de inclusion, exclusion y los puntajes minimos en la evaluacion
de la calidad metodologica. Cuando se presentaron desacuerdos, se consulto al tercer revisor para la

discusion y decision final de inclusion o exclusion de los articulos.

Los articulos incluidos fueron analizados de forma distinguida por los revisores; se descartaron
estudios repetidos, que no cumplieran con los criterios de inclusion y exclusion. Los estudios fueron
evaluados metodologicamente de forma individual y de acuerdo a su tipologia: 1. Estudios
observacionales mediante la declaracion Strengthening the Reporting of Observational studies in
Epidemiology (STROBE) que es una lista conformada por 22 puntos en la cual se relacionan todos

los apartados de los articulos, 2. Ensayos clinicos Aleatorizados por medio de escala PEDro de 10
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puntos para la evaluacion de la validez interna, 3. Revisiones sistematicas mediante la lista de

chequeo establecida por PRISMA en la cual se determina la calidad del articulo en 27 items (Tabla

).

Se identificaron 75 estudios de los cuales se seleccionaron 40 que cumplieron los criterios de
inclusion y exclusion (Figura 1). La informacion extraida de los articulos seleccionados se organizo
en torno a 3 temas: 1. HIF-1 en normoxia e hipoxia, 2. HIF-1 en EPOC, 3. Ejercicio fisico en personas

con EPOC: mecanismo y respuestas biomoleculares dependientes de HIF-1.
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Tabla 1. Sintesis de articulos seleccionados
Autor Aiio. Resultados Tipo articulo Calidad
'8To et al. 2012 Lainduccién de HIF-1a bajo hipoxia es significativamente ~ Observacional Declaracion
menor en pacientes con EPOC que en no fumadores y STROBE
fumadores sin EPOC (P < 0.05 y P <0.01, respectivamente). 20/22
7Yasuoet 2011 En EPOC se presenta disminucion HIF-1o. y HDAC2, Observacional Declaracion
al. Disminucion HIF-1a y VEGF, menor VEF1, cambios en los STROBE
niveles de proteina VEGF y HIF-1a no relacionados con la 18/22
edad.
BTsantes et 2004  El porcentaje de la F-célula es elevado en el grupo de COPD  Observacional Declaracion
al. (P <0,01). La tension eritropoyética aguda lleva a STROBE
incremento de globulos rojos relativamente inmaduros. 19/22
BGustafsso 1999 El ejercicio aumenta la expresion de VEGF mRNA en el Observacional Declaracion
n et al. 178% y HIF-1B en el 340%, pero no HIF-1a y FGF-2. STROBE
20/22
16Chen etal. 2020 La concentracion sérica de HIF-1a fes significativamente Observacional Declaracion
mayor en los pacientes con EPOC estable (37,34 £ 7,20 pg / STROBE
ml) que en los sujetos sanos (29,55 + 9,66 pg / ml, P 20/22
<0,001).
°Fu et al. 2018  La expresion de HIF-1a estd asociada positivamente con la ~ Observacional Declaracion
expresion de VEGF y VEGFR2. Aumento de la expresion de STROBE
HIF-10, VEGF y VEGFR?2 segun la gravedad de la EPOC. 20/22
fLeeetal. 2019  Personas con EPOC presentan buena respuesta a corticoides ~ Observacional Declaracion
por aumento de sitios de CpG en PRKAG2 con diferentes STROBE
niveles de metilacion en pacientes con EPOC. 21/22
YKollertet 2013 217 sujetos (67,0%) mostraron niveles normales de Hb, 46 Observacional Declaracion
al. (14,9%) tenian anemia, y 56 (18,1%) tenia policitemia. STROBE
20/22
"Drevytska 2012 El nivel de HIF-1a, HIF-2a, y HIF-13 mRNA no cambio Observacional Declaracion
et al. significativamente en el corazon, pulmon, rifién y tejidos STROBE
musculares, pero la expresion de HIF-3a mRNA fue 19/22
fuertemente elevada en todos los tejidos investigados.
ZMounier 2010 Se presentan diferencias musculares especificas en la Observacional Declaracion
et al. expresion de HIF-1 oy de VEGF dentro del musculo STROBE
esquelético humano en descanso en condiciones normoxia. 19/22
Lundby et 2006  El nivel del mRNA de subunidades de HIF-10.y de HIF-2a.  Observacional Declaraciéon
al. aumenta con ejercicio. El ejercicio indujo un aumento STROBE
(P<0.05) de HIF-1a y el doblez mRNA de HIF-2a en 6h. 20/22
“Brunelle 2005 La expresion de Glutation Peroxidasa impide la Observacional Declaracion
et al. estabilizacion hipoxica de HIF-1 alfa. En efecto la deteccion STROBE
de oxigeno depende de ROS pero independiente de la 18/22
Fosforilacion Oxidativa.
’Ito et al. 2005 El tejido pulmonar de personas con EPOC presenta Observacional Declaracion
reducciones en actividad de HDAC y aumentos en el ARNm STROBE
interleukin-8. La actividad de HDAC es menor en EPOC, 19/22

con respecto a controles
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3Masonet 2004  Los cambios inducidos por ejercicio fueron significativos en  Observacional Declaracion
a. la expresion de genes relacionados con HIF-1alpha (HIF- STROBE
la)), generando cambios en actividades de enzimas 20/22
glucoliticas.
5SManalo et 2005 245 puntas del gene mostraron aumento de 1,5 dobleces en ~ Observacional Declaracion
al. la expresion en respuesta a hipoxia y en respuesta a AAdCAS; STROBE
325 puntas de prueba del gene demostraron disminucion de 20/22
1,5 dobleces de la expresion en respuesta a hipoxia.
BKamuraet 2000 La proteina VHL es directamente responsable de la Observacional Declaracion
al. regulacion de los niveles celulares de HIF lalpha STROBE
dirigiéndose a ella para Ubiquitinacion y Protedlisis. 19/22
2Maxwell 1999  Las células VHL-defectuosas presentan activacion de HIF-1.  Observacional Declaracion
et al. La reexpresion del pVHL restaur6 inestabilidad oxigeno- STROBE
dependiente. 19/22
"ISemenza 1992 Se identificé un potenciador de 50 nucledtidos del gen Observacional Declaracion
et al. humano de eritropoyetina 3' - secuencia que flanquea que STROBE
puede mediar una induccion transcripcional séptuple en 19/22
respuesta a la hipoxia.
Schwandt 1991 Los globulos rojos aumentaron debido a la Observacional Declaracion
et al. hemoconcentracion, mientras que 31 h mas adelante los STROBE
valores disminuyeron debido a la hemodilucion. 19/22
Lijnenet 1988 La actividad de la Lactato-Deshidrogenasa en plasmayla  Observacional Declaracion
al. concentracion de la mioglobina aumentaron en la maraton y STROBE
disminuyeron posterior a 7 dias. 19/22
3Robertson 1988 Reduccioén de 1,9 +/- 2,4% (medio +/- SD) en el volumen  Observacional Declaracion
et al. del plasma (P<0,05), aumento en osmolalidad del suero a STROBE
partir del 277 +/- 4 mOsm.kg-1 a 291 +/- 14 mOsm.kg-1 18/22
(P<0,05).
3Davidson 1987 Aumento progresivo en el volumen plasmatico (17,4% +/-  Observacional Declaracion
et al. 12,2% en 24 h), aumento progresivo y significativo en MCH STROBE
y MCHC (P<0.05). 19/22
Stiubliet 1986 VCM disminuy6 en 4,9% (p=0,001), MCV (CC) aumentd en Observacional Declaracion
al. 1,9% (P<0,05), MCHC aument6 en 4% y MCHC disminuyd STROBE
alrededor de 3% (P<0.05). 19/22
Dickson et 1982  Los niveles de la Ferritina del suero pueden ser inferiores en  Observacional Declaracion
al. una proporcion de corredores de la distancia. El STROBE
entrenamiento diario puede hacer que los niveles sean 19/22
elevados entre 6-14 dias.
210'Sheaet 2007 Grupo experimental aument6 su fuerza del extensor de la Ensayo Escala PEDro
al. rodilla por 4,9 kg mas que el grupo de control. Esta ganancia clinico. 8/10
no se mantuvo en la semana 24.
%Constanti 2013 Personas con EPOC expuestas a ejercicio fisico presentan Ensayo Escala PEDro
n et al. mayor expresion de proteinas Catabolicas, Anabdlicas y clinico. 8/10
Miobgenas a las 24 h, 4 semanas y 8 semanas de ejercicio.
“lepsenet 2016 Las fibras musculares glicoliticas tipo Ila fueron reducida Ensayo Escala PEDro
al. después de la intervencion entre 48% [SD 11] hasta el 42% clinico. 8/10
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[SD 10], P<0.05). El entrenamiento se presenta
capillarizacion muscular.
“2Amin et 2014 El ejercicio incrementa el tiempo de resistencia 134s Ensayo Escala PEDro
al. (EPOC) versus 59 s (Control) (P=0.041), incrementa la clinico. 9/10
fuerza muscular en 11,8 kg por semana de entrenamiento
(P<0.001).
BCalik- 2017 El grupo de tratamiento aument6 significativo la fuerza Ensayo Escala PEDro
Kutukcu et prensil, carga de trabajo méaxima del ergémetro, disminuyo clinico. 9/10
al. la disnea y ritmo cardiaco en ADL (P <0.05).
“Coveyet 2014 Grupo control con incremento de VEF1 %pred 40 + 10, Ensayo Escala EDro
al. VO(2peak) %predicho, 71 + 22, indice de masa libre de clinico. 8/10
grasa 19,5 + 3,1, mayor adquisicion de la resistencia
periférica del muscular (p<0.05)
BElkhateeb 2015 Personas con EPOC mejoran en el desempeiio de 6MWD Revision Declaracion
et al. (valor de p 0,001), la puntuacién BODE (p=0,001), FEV1 PRISMA
(p=0,006), FVC (p=0,002), descenso de 66,7% en la 26/27
calificacion de disnea.
“Byers et 2019 Los pulmones de los modelos murinos con normalidad en Revision Declaracion
al. sintesis de VEGF de muestrar mayor distensibilidad estatica PRISMA
que modelos con EPOC. 12/27
Shuklaet 2020  El HIF-1o es un importante regulador transcripcional de las Revision Declaracion
al. respuestas celulares a la hipoxia, los oxidantes y la PRISMA
inflamacion en los pulmones de los pacientes con EPOC. 20/27
Semenza. 2012 Los factores hipoxia-inducibles (HIFs) son los activadores Revision Declaracion
transcriptionales que funcionan como reguladores PRISMA
principales de la homeostasis del oxigeno en todas las 18/27
especies.
YO'Sheaet 2009 18 ECAs demostraron los efectos moderados para los Revision Declaracion
al. aumentos en fuerza muscular después de ejercicio PRISMA
progresivo a corto plazo de la resistencia. 21/27
“Semenza 2007 La subunidad HIF-1alpha es regulada por la Hidroxilacion Revision Declaracion
G. de O2dependiente del residuo 402, 564, o ambos. La PRISMA
actividad de la Hidroxilasa se inhibe en presencia de 17/27
concentraciones bajas de Oo.
¥Trompete 2015 Incremento de la Eritropoyetina y de los Reticulocitos con el Revision Declaracion
ro et al. incremento en la altura por descenso de las reservas de la PRISMA
Ferritina y un incremento de la Transferrina. 16/27
3Jelkmann, 2003 La estimulacion de la produccion de EPO a POz puede ser Revision Declaracion
W. desadaptativa, si se desarrolla eritrocitosis, como se observa PRISMA
en habitantes de gran altitud. 19/27
“Watier et 2017 Los factores relevantes sobre la modulacion de miARN Revision Declaracion
al. durante el ejercicio son el modo de ejercicio, el estado PRISMA
nutricional, el uso de ayudas ergogénicas y la exposicion a 19/27
hipoxia.
“Villamil et 2018 Medicion de la capacidad aerobica 6SMWT, el Revision Declaracion
al. cicloergometro (p=<0.001). Medicion de la fuerza con test PRISMA

19/27
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incremental de los miembros superiores y dinamometria
(p=<0.0006).

ADL: siglas en inglés para Actividades de la vida diaria, Hb: Hemoglobina, HIF-1: Factor
Inducible por Hipoxia, HIF-1o: Factor 1 inducible por hipoxia — Subunidad alfa, HIF-18: Factor
Inducible por Hipoxia sub unidad beta, EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica,
HDAC?2: Histona Desacetilasa 2, mRNA: Siglas en inglés para Acido Ribonucleico mensajero,
FEV1: Volumen espirado forzado en el primer segundo, FVC: Capacidad Vital Forzada, FGF-2:
Factor de crecimiento de fibroblastos 2, MCH: Hemoglobina corpuscular media, ROS: Siglas en
inglés de Especies reactivas de oxigeno, VEGF': Siglas en inglés para Factor de Crecimiento
Endotelial Vascular, VEGFR2: Receptor 2 de Factor de Crecimiento Endotelial Vascular, VHL:
Proteina Von Hippel-Lindau, 6MWT: Prueba de marcha de 6 minutos

1.1.2 HIF-1 en normoxia e hipoxia

Las investigaciones desarrolladas por Semenza et al. (10,11), han establecido que los mecanismos
de respuesta ante condiciones de déficit de presion parcial de oxigeno (PO.), son regulados por HIF-
1. Este factor, mediante la activacion o silenciamiento en la transcripcion de diferentes productos
génicos modifica la expresion de ARN mensajero (ARNm) que incide sobre la sintesis proteica

requerida para la adaptacion a la hipoxia.

El HIF-1, es un heterodimero compuesto por dos subunidades: una subunidad reguladora (HIF-1a)
y una subunidad constitutiva (HIF-1p). La subunidad HIF-1a esta ubicada en el citoplasma y es
constantemente degradada en normoxia, y la subunidad HIF-1f se ubica a nivel nuclear (12). En
condiciones de normoxia, el HIF-1a es degradado rapidamente por via proteosomal mediante dos
procesos: 1. Hidrolizacion en los sitios de union de los residuos de prolina P564 y P402 por proteina
VHL a la subunidad HIF-1a, 2. Activacion del Factor Inhibidor HIF-1 (FIH-1) sobre el residuo de
asparagina de N803(13).

En condiciones de hipoxia o frente al incremento de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) a nivel
mitocondrial se genera una disminucion de la degradacion citoplasmatica de HIF-1a asociada a la
reduccion de O, (14); por tanto, se presenta la translocacion nuclear de la subunidad alfa con
posterior dimerizacion con la subunidad beta, activando el factor de transcripcion HIF-1 para la
transcripcion y sintesis de ARNm de genes especificos (11). Dentro de los genes activados frente a
bajas concentraciones citoplasmaticas de O, resaltan los genes codificantes de EPO y del VEGF,

los cuales se activan para favorecer la cinematica del O> a nivel tisular (15).



Capitulo 1 13

1.1.3 Comportamiento del HIF-1 en EPOC

Las publicaciones cientificas alrededor de las respuestas mediada por HIF-1 frente a la hipoxia en la
EPOC, son pocas y divergen entre si; mientras que algunas establecen una retroalimentacion
negativa del HIF-1 para la expresion de genes de adaptacion, otras plantean un incremento en la
respuesta del HIF-1 por agudizacion de la hipoxia. No obstante, ninguna de las publicaciones
encontradas se desarrolld en pacientes con EPOC que adicionalmente fueran expuestos a hipoxia

altitudinal o a ejercicio.

Dual et al. (7), Chen et al. (16) y Lee et al.(8), establecen que los cambios que tienen lugar en el
parénquima pulmonar como consecuencia de la EPOC generan trastornos de la difusion de O,
agudizando la hipoxia y aumentando la expresion de HIF-1 y la sintesis de proteinas como la EPO y
el VGEEF. Por otra parte, la investigacion realizada por Xiang et al. (5) determind que en PBMC de
personas con EPOC se presenta mayor concentracion de HIF-1 que conlleva a un incremento hasta

del 62,5% mayor en la expresion de VEGF en comparacion con sujetos sanos (P<0,05).

No obstante, Yasuo et al. (17), afirma que a medida que la EPOC progresa clinicamente, la expresion
de genes, como el que codifica para VEGF, se reduce a causa del descenso de la concentracion
nuclear de HIF-1a por disminucion en la actividad enzimatica de la Histona Desacetilasa 7 (HDAC-
7), encargada de la translocacion de la subunidad alfa al ntcleo. Por otra parte, To et al. (18) exponen
que la expresion de HIF-1o aumenta de 12 a 24 veces en personas sin EPOC (7,4 + 2,6 P=0,03),
mientras que en personas con EPOC se presenta solamente un incremento de 4 veces (1,6 = 0,38
P=0,03), lo cual se refleja en una disminucion de hasta 20 veces la expresion del ARNm de VEGF

en personas con EPOC.

Ito et al. (9), a partir del analisis molecular de tejido pulmonar de personas con EPOC encontraron
valores significativamente menores (P=0,03) en la expresion de ARNm de HDAC-2: de 0,016 +
0,008 para EPOC grado 4, 0,024 = 0,075 y 0,068 = 0,017 en personas sanas. Este hallazgo implica
una disminucién en la modificacion estructural de la cromatina para facilitar la expresion génica de
hormonas adaptativas a hipoxia frente a una baja PO,. Aspecto que se relaciona con la publicacion
de Fu et al. (5), quienes determinaron que en la EPOC leve ( GOLD 1 y 2) se presentan

concentraciones de HIF-1a significativamente menores que en la EPOC severa (GOLD 3 y 4).

1.1.4 Mecanismo y respuestas biomoleculares dependientes del HIF-1 en EPOC

La evidencia cientifica es contundente en la demostracion acerca de como la practica de ejercicio

fisico en pacientes con EPOC mejora la calidad de vida de estas personas, dado que aumenta la
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tolerancia a la fatiga por incremento en la capacidad aerdbica y favorece la eficiencia muscular al
aumentar la fuerza muscular (19,20). Las respuestas hormonales durante el ejercicio fisico en
pacientes con EPOC se dan a través de dos procesos principales: 1. Expresion y sintesis de VEGF,
angiogénesis y fortalecimiento muscular, 2. Expresion y sintesis de EPO, eritropoyesis y rendimiento

aerdbico (21).

1.1.4.1 Expresion y sintesis de VEGF, angiogénesis y fortalecimiento muscular

Mounier et al. (22), determinan que la angiogénesis en el tejido muscular es consecuencia de la
accion de HIF-1 sobre la transcripcion y transduccion de VEGF. Por consiguiente, la concentracion
de HIF-1 en el musculo estriado esta condicionada al metabolismo predominante de las fibras y a la
demanda fisica a la que se le expone. Por otro lado, los estudios realizados por Gustafsson et al. (23),
y Lundby et al. (24), demuestran que el ejercicio fisico induce incremento del HIF-1 equivalente al

al de las concentraciones de ARNm de VEGF en tejido muscular (4).

Por otro lado, estudios in vitro en PBMC expuestas a hipoxia hipobarica, sefialan cambios
significativamente diferentes en la transcripcion de genes de adaptacion a la hipoxia en personas con
EPOC vs personas sanas. To et al. (18), afirman que a bajas PO, se presenta una disminucion
plasmatica de hasta de 20 veces en la expresion de ARNm de VEGF en PBMC de personas con
EPOC en comparacion con personas sanas no fumadoras (P<0,05), lo cual puede incidir sobre la

angiogénesis muscular durante la hipoxia.

A pesar de no encontrar publicaciones que relacionen las modificaciones hormonales relacionadas
con la angiogénesis muscular y las concentraciones de HIF-1 en personas con EPOC en ¢jercicio
fisico o en hipoxia altitudinal, si existe una fuerte evidencia sobre los beneficios del ejercicio sobre
el funcionamiento muscular en personas con EPOC. Autores como O’Shea et al. (20), Calik-Kutukcu
et al. (25), y Constantin et al. (26) establecen que frente a entrenamientos de fuerza se presenta un
incremento significativo de la masa magra y del desempefio y la fuerza muscular central y periférica.
Por otro lado, el estudio realizado por Elkhateeb et al. (28), basado en un programa de entrenamiento
de fuerza, demostr6é un incremento del 57,8% al 66,7% de la tolerancia a la disnea y un aumento

entre el 60% y el a 85,9% de la Capacidad Vital Forzada (FVC).

A pesar de encontrar multiple evidencia de los beneficios del ejercicio fisico sobre el desempefio
muscular ventilatorio y periférico, no se encontraron publicaciones que soporten a nivel molecular

los efectos del ejercicio fisico sobre la respuesta adaptativa mediada por HIF-1 y la sintesis de VEGF
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en ejercicio. No se encuentran publicaciones que realicen un acercamiento de los cambios en la
sintesis proteica relacionada con la angiogénesis en EPOC a gran altitud, estos no han sido

investigados o publicados.

1.1.4.2 Expresion y sintesis EPO, eritropoyesis y rendimiento aerébico

El aumento en la eficiencia de transporte de O por el ejercicio fisico, esta determinado por el
incremento en la eritropoyesis como resultado de: 1. La actividad de HIF-1 en la transcripcion y
transduccion de ARNm especificos para la sintesis de EPO, y 2. El cambio en la ferrocinética a nivel
de fibroblastos intestinales peritubulares, lo cual favorece la activacion de la sintesis de EPO (6,29).
Investigaciones realizadas por Mason et al. (30), y Jelkmann (31) sefialan que el ejercicio fisico
como estimulo hipoxémico incrementa la actividad HIF-1 por disminucion en la degradacion
proteosomal del HIF-1 y HIF-2 en el citoplasma celular. De esta forma, la concentracion nuclear de

HIF-1 incrementa la sintesis de EPO y modifica la ferrocinética para favorecer la eritropoyesis (29).

El entrenamiento aerobico de larga duracion es una estrategia eficiente para mejorar el rendimiento
fisico mediante el incremento en la eritropoyesis mediada por HIF-1. Autores como Davidson et al.
(32), Dickson et al. (33), Lijnen et al. (34), Robertson et al. (35), Staubli y Roessler (36), han
demostrado que el ejercicio de caracteristicas aerobicas genera un aumento considerable en el
recuentro de eritrocitos, la concentracion de hemoglobina y la masa de hemoglobina. De acuerdo a
estas investigaciones, la respuesta eritrocitaria generada por la actuacion del HIF-1a incrementa la

eritropoyesis como mecanismo compensador a la hipoxemia inducida por el ejercicio.

El incremento de la eritropoyesis como respuesta a la hipoxia esta sujeta a la exposicion a ambientes
o condiciones de baja PO, (37); no obstante, antecedentes patologicos de trastornos en la difusion de
O,, promueven respuestas hematologicas adaptativas a la hipoxia. Estudios realizados en EPOC bajo
condiciones hipoxicas, exponen que la transformacion estructural de la cromatina es diferente en
comparacion a las personas sanas; generando silenciamiento o activacion de la expresion (9). En
personas con EPOC, los cambios post-transcripcionales estan asociados a modificaciones en la
actividad de la HDAC-2 y HDAC-7, lo cual disminuye la expresion de la EPO. Ito et al (9), sugieren
que en células hematologicas y pulmonares de personas con diagnéstico de EPOC se presenta una
disminucion de 92% en la actividad de la HDAC-2 en comparacion con sujetos no fumadores y sin
antecedentes de enfermedad pulmonar (No fumadores 1,60 £ 0,16; Estadio 1 (0,750 £ 0,077; Estadio
2y 3 0,300 + 0,073; Estadio 4 0,120 £+ 0,042), lo cual disminuye la expresion de ARNmEPO e

incrementa la expresion de genes inflamatorios como ARNmILS. En efecto, las personas con EPOC
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pueden presentar cambios hematologicos como consecuencia de una eritropoyesis acelerada o

incompleta, como macrocitosis € incremento porcentual de células con Hb fetal(38).

No se encontraron estudios que mencionen datos relacionado con los niveles de HIF-1 y EPO en
pacientes con EPOC posterior a un programa de ejercicio fisico o bajo hipoxia altitudinal.
Adicionalmente, no se encontraron publicaciones que relacionen los cambios en la eritropoyesis con

los niveles de HIF-1 o la aptitud fisica méxima.

1.1.5 Conclusiones de la revision sistematica

Semenza et al. (10,11), instauran que organismos metazoos como la especie humana, despliegan
mecanismos biomoleculares para el funcionamiento celular frente a variaciones en la disminucion
de O,. Estos mecanismos se fundamentan en variaciones epigenéticas que favorecen o silencian la
expresion genética y la posterior sintesis de proteinas necesarias para el mantenimiento de las
funciones metabolicas celulares (11, 39,40). Estas respuestas celulares estan instauradas por la
actuacion del HIF-1 como factor de transcripcion primordial para la regulacion de genes sensibles a
0, (10).

La EPOC por ser causante de trastornos en el intercambio de O, conllevaria a un aumento en la
concentracion nuclear HIF-1, lo cual generaria un incremento en la transcripcion de genes
respondedores a la hipoxia y posteriormente en la sintesis de proteinas como la EPO y el VEGF. Sin
embargo, en esta revision se relacionan articulos que soportan este postulado (5,7-8,16) y otros que
lo contradicen (17,18). Si bien se encontraron publicaciones que relacionan HIF-1 y las respuestas
transcripcionales y traduccionales para EPO y VEGF estos resultados son contradictorias y no tienen
en cuentra factores ambientales como la hipoxia altitudinal. Si bien se encuentran estudios que
estipulan una retroalimentacion positiva del HIF-1 para la expresion o silenciamiento de genes

susceptibles al O, existen otros que plantean retroalimentacion negativa.

Es conocido que los programas de rehabilitacion pulmonar se fundamentan en el entrenamiento de
resistencia aerobica; por lo cual, consideramos que el ejercicio fisico favorece los procesos de
eritropoyesis por incremento en la concentracion y actividad del HIF-1 y por los cambios en la

cinematica del Fe; sin embargo, esto esta sujeto a estudios que lo demuestren.

Por otro lado, es habitual que en los procesos de rehabilitacion de personas con EPOC el
entrenamiento de la fuerza muscular se oriente en el fortalecimiento de musculos involucrados en

procesos ventilatorios; por lo cual, se infiere que el incremento de la fuerza puede estar asociado al
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aumento en la angiogénesis en las fibras musculares asociadas a la respiracion; lo cual, puede estar
asociado a cambios en la concentracion plasmatica o muscular del VEGF. No obstante, este tipo de
respuesta puede ser variante a razon de la presencia de hipoxia altitudinal, dado que seria un estimulo

adicional al cual esta expuesto el paciente con EPOC.

Lo encontrado en esta revision establece tres aspectos puntuales: 1. Existe una diversidad de
resultados relacionados con HIF-1 y las respuestas asociadas a la angiogénesis y la eritropoyesis en
la EPOC, 2. El ejercicio fisico favorece el desempefio funcional y al aumento de la aptitud fisica, lo
cual, evidentemente esta relacionado con cambios en la concentracion de HIF-1 y su incidencia sobre
los procesos hematologicos y vasculares, 3. No se encontraron estudios que se desarrollaran en
pacientes con EPOC frente a hipoxia altitudinal, de manera que las respuestas hormonales a la
hipoxia y al ejercicio pueden ser diferentes a lo encontrado. Por tanto, es necesario promover
investigaciones que aborden herramientas terapéuticas habituales en la atencion de pacientes con
EPOC como el ¢jercicio fisico y profundicen en el conocimiento de los mecanismos moleculares

que las sustentan, con el fin de promover la traslacional y la medicina de precision.

1.2 Planteamiento del problema

Gregg L. Semenza, William Kaelin Jr y Peter J. Ratcliffe establecen que organismos metazoos como
la especie humana, presentan mecanismos biomoleculares para la homeostasis del O», basados en
cambios moleculares que permiten regular o modificar las respuestas necesarias para el
mantenimiento de las funciones metabolicas celulares (1,2). El HIF-1a es el sensor molecular
primordial para la regulacion de genes condicionados por O, en células nucleares; por lo cual,
promueven mecanismos adaptativos a la hipoxia como la eritropoyesis, la angiogénesis, cambios en

el metabolismo oxidativo, modificacion de la respuesta vascular pulmonar, entre muchos otros (3).

Investigaciones realizadas en células pulmonares de personas con EPOC han demostrado cambios
en las concentraciones celulares del HIF-1a, variaciones en la sintesis de EPO y del VEFG e
incremento de hormonas asociadas a factores proinflamatorios. No obstante, estas respuestas
moleculares no han sido estudiadas en EPOC en condiciones de gran altitud y bajo estimulos

adicionales de hipoxia como el gjercicio fisico.

Es conocido que fisiopatologicamente la EPOC cursa con disminucion en la difusion de O; a través
de la barrera hematogaseosa generando hipoxemia, hipercapnia, cambios hematologicos y
modificaciones en la dinamica de perfusion tisular. No obstante, a pesar de un gran interés y

desarrollo de investigaciones cientificas en EPOC, en ejercicio fisico y en las respuestas celulares
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en condiciones de gran altitud, en el momento, se desconocen las respuestas de HIF-1a en personas
con EPOC que residen a gran altitud y que realizan ejercicio fisico. Asi mismo, no se ha estudiado
la relacion entre HIF-1a, y proteinas promotoras de eritropoyesis y angiogénesis. En consecuencia,

se identifican como problema los siguientes aspectos:

e Pese al gran interés sobre las respuestas fisiologicas a la hipoxia y el conocimiento
fisiopatologico de la EPOC, se desconoce los niveles plasmaticos de HIF-1a en personas
con EPOC residentes a gran altitud.

e A pesar del conocimiento sobre los cambios en la sintesis de EPO y VEGF frente a
condiciones de hipoxia hipobarica e hipoxemia por ejercicio en sujetos sedentarios,
deportistas o personas con diversas enfermedades conicas no transmisibles, se desconoce
los niveles plasmaticos de estas proteinas en personas con EPOC a gran altitud.

e Pese a que se reconoce que la eritropoyesis y la angiogénesis es mediada por HIF-1a como
mecanismo de respuesta a condiciones de hipoxia; se desconoce la relacion entre HIF-1a,
EPO y VEGF, en personas con EPOC a gran altitud.

e Si bien se conoce el efecto del ejercicio fisico en el HIF-1 y su incidencia sobre genes
regulados por O, en condiciones de hipoxia en sujetos sanos y enfermos, en el momento, no
se conocen los cambios causados por el ejercicio fisico en los niveles plasmaticos de HIF-
la, EPO y VEGF en personas con EPOC a gran altitud.

e Elegjercicio fisico se instaura como una intervencion fundamental para la persona con EPOC.
No obstante, no se ha estudiado el efecto del ejercicio sobre la aptitud fisica, la funcionalidad
y la calidad de vida, y su relacion con los cambios de HIF-1a, EPO y VEGF en personas con
EPOC en hipoxia altitudinal.

e Esnecesario conocer la respuesta celular al ejercicio fisico para determinar en el futuro cual
gjercicio puede incrementar mas eficientemente la eficiencia celular en personas con EPOC

en condiciones de ambientes hipoxicos.
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1.3Justificacion

La EPOC es considerada una enfermedad cronica que provoca hipoxemia, hipercapnia e hipoxia
tisular (4-6). Se sabe que la poblacién con EPOC tiene de 2 a 5 veces mayor riesgo de presentar
cardiopatias, desnutricion, trastornos metabolicos y bajos niveles de actividad fisica (7). Los bajos
niveles de actividad fisica en personas con EPOC conlleva un riesgo 5 veces mayor de cardiopatia
isquémica, insuficiencia cardiaca, arritmias e incluso depresion y deterioro cognitivo, asociado a

dafios celulares multisistémicos relacionados con la hipoxia (8—10).

Las personas con EPOC suelen presentar disnea de esfuerzo leve, alteracion de la funcion de los
musculos periféricos (11,12) y por tanto sedentarismo; lo cual, empeora el estado clinico, el
rendimiento fisico y la funcionalidad de la persona con EPOC. Entre los aspectos fisiologicos mas
relevante generados por la EPOC que afectan la funcionalidad se encuentra disfuncion muscular y
la baja tolerancia a la fatiga que se explica por una menor densidad mitocondrial (13), disminucién
de la actividad enzimatica oxidativa (11) y cambios en la distribucion de las fibras musculares
(14,15). Esos cambios conducen al detrimento de la independencia funcional y de la calidad de vida

asociada a la salud (16,17).

Es conocido que en sujetos sanos, como en personas con EPOC la exposicion a ambientes con
hipoxia altitudinal conlleva a mayor estrés fisioldgico con repercusiones en el rendimiento fisico y
la salud. Se estima que alrededor de 400 millones de personas en el mundo son residentes a gran
altitud, lo que equivale al 5,1% de la poblacion mundial (18,19), y se estima que la cifra de personas
con diagnostico conocido de EPOC que residen a gran altura es del 10% de los casos conocidos de
EPOC a nivel mundial (19). Consecuentemente, se reconoce que la mayor prevalencia de la EPOC
a gran altitud se encuentra en las personas mayores de 60 afios (20); dado que se agudizan los

sintomas clinicos de la enfermedad y el sedentarismo, como consecuencia de la hipoxia hipobérica.

La GOLD (21) reconoce al ejercicio fisico como un pilar fundamental en los proceso de atencion a
los pacientes con EPOC, tanto para mejorar su funcionalidad y calidad de vida de las personas, como
para evitar la progresion de la enfermedad (22), dado que el ejercicio fisico incrementa la tolerancia
a la fatiga y disminuye la incidencia y prevalencia de comorbilidades asociadas a los dafios

pulmonares.

No obstante, a pesar del gran interés mundial por el conocimiento de los cambios adaptativos a la
hipoxia en areas como el deporte y al conocimiento de la fisiologia de enfermedades respiratorias,

no se conoce aun, cual es el efecto del ejercicio fisico sobre los cambios moleculares de respuesta a
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la hipoxia en personas con EPOC, y como estas respuestas inciden sobre rendimiento fisico, la

funcionalidad y la tolerancia a la fatiga.

El conocimiento de respuesta a la hipoxia mediadas por HIF-1a puede tener un impacto claramente
importante en la comprension de la fisiopatologica de la EPOC, y por tanto, en las estrategias
terapéuticas centradas en la rehabilitacion pulmonar, en la dosificacion del ejercicio fisico y en los
analisis para la toma de decisiones de tratamientos clinicos. Asi mismo, el reconocimiento de los
cambios hormonales asociados a la hipoxia altitudinal o al ejercicio fisico, puede incrementar los

conocimientos necesarios para promover la medicina de precision en pacientes con EPOC.

Por consiguiente, esta investigacion busco establecer el efecto de un programa de ejercicio fisico de
8 semanas sobre HIF-1a y su incidencia sobre la sintesis de EPO y VEGF; asi mismo, determino la
relacion entre la respuesta molecular asociada al HIF-1a con los cambios funcionales del sistema
cardiopulmonar, hematologico y musculo-esquelético. Se relacionaron las modificaciones
fisiologicas con determinantes reales de la funcionalidad de los pacientes como la aptitud fisica
maxima y de independencia funcional, la calidad de vida asociada a la salud y la tolerancia a la

disnea en personas con EPOC residentes a gran altitud.

En consecuencia, el desarrollo y resultados de esta investigacion se articulan con el plan de desarrollo
de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) para combatir la incidencia de la EPOC en las
Américas, la cual busca mejorar la respuesta de los sistemas de salud frente a enfermedades cronicas
no transmisibles (23), y con el tercer objetivo de desarrollo sostenible de las Naciones Unidas. Asi
mismo, los resultados de esta investigacion estan alineados con la tendencia mundial de atencion a
la salud que es la medicina de precision, la cual busca establecer de atencion estrategias de atencion
mas eficientes a partir del reconocimiento de respuestas moleculares especificas de cada patologia y

del entorno y estilo de vida de cada paciente.
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2. Capitulo 2. Marco tedrico

2.1Enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) y mecanismos de

respuesta a condiciones de estrés fisiologico

Las enfermedades respiratorias en su generalidad afectan los procesos de oxigenacion celular, ya sea
por cambios en la mecéanica ventilatoria o por perturbaciones en la difusion de gases respiratorios.
Estas enfermedades se pueden categorizar segiin los cambios estructurales y/o funcionales del
sistema respiratorio. Las alteraciones asociadas a limitacion de la distensibilidad estatica y dinamica
por alteracion funcional del patron respiratorio (caja toracica, musculos respiratorios) se denominan
enfermedades respiratorias restrictivas, debido a la limitacion del flujo inspiratorio para el ingreso
del oxigeno (O:). Por otro lado, las enfermedades respiratorias obstructiva se entienden como
patologias que afectan el flujo espiratorio, generando un atrapamiento intrinseco de aire el cual es

causado por dafio de la pleura, del parénquima pulmonar y del arbol traqueobronquial.

Dentro de las enfermedades pulmonares obstructivas, resalta la EPOC por sus implicaciones clinicas
cronicas, efectos sobre la calidad de vida y funcionalidad de la persona y alta prevalencia mundial.
La EPOC se precisa como una enfermedad pulmonar con particularidad inflamatoria, que afecta
funcional y estructuralmente las vias respiratorias de conduccion, el parénquima y hasta la
biomecanica de la caja toracica, incidiendo tanto en el retroceso elastico pulmonar como en el
intercambio gaseoso a nivel alveolo-capilar. Por consiguiente, la EPOC se entiende como una
enfermedad respiratoria con implicaciones extra-pulmonares asociadas a la hipercapnia, la

hipoxemia y la hipoxia (1,2).

Es conocido que la EPOC en un su mayoria se relaciona etioldgicamente con la exposicion a factores
extrinsecos como el humo del cigarrillo, carburantes y sustancias quimicas ocupacionales, los cuales
generan una activacion excesiva de células proinflamatorias que modifican la arquitectura pulmonar
por trastornos en la matriz extracelular de las vias respiratorias, la estructura alveolar y las superficies

de intercambio de gaseoso (3).
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En la EPOC se genera un proceso cronico y adaptativo a nivel endotelial por aumento en la
circulacion de citoquinas (IL-8, factor de necrosis tumoral alfa, 1L-1B), quemoquinas (CXCLS),
proteinas de fase aguda (PCR) y cambios en el numero y la funcionalidad de las células circulantes

(neutrofilos, monocitos, linfocitos) (4).

El incremento en la respuesta inflamatoria pulmonar se presenta como una estrategia de defensa de
las vias respiratorias, mediante: 1. Aumento de la produccion de células caliciformes, 2. Secrecion
de antioxidantes, antiproteasas y defensinas/catelicidinas, 3. Aumento en la expresion de factores
de crecimiento epitelial (EGFR) en las células epiteliales, 4. Aumento del estrés oxidativo asociado
a la activacion de macrofagos (liberan mediadores inflamatorios como TNF-q, 1L-1, IL-8, CCL2,
proteina quimiotactica de monocitos tipo 2, leucotrienos B4 y especies reactivas de oxigeno ROS),
neutro6filos y linfocitos (aumento en linfocitos T-CD8 como mecanismo de respuestas inmunolédgicos

promoviendo la apoptosis celular de células basales promotoras de carcinoma bronquial)(4-6).

Estas reacciones bioquimicas y moleculares promueven la remodelacion de la pared de la via area
profunda, causando cambios estructurales en las paredes bronquiales y alveolares por aumento de la
metaplasia epitelial, incremento de fibrosis peribronquial, aumento de la metaplasia en mucosa
asociada a hipertrofia de las glandulas mucoliticas, inflamacion cronica del trama bronquial y
especialmente, destruccion de la pared alveolar relacionada por hiperinsuflacion alveolar con
pérdida de la elastancia pulmonar. Asi mismo, dentro de los cambios estructurales causados en las
vias respiratorias por la EPOC, se pueden presentar procesos de metaplasia escamosa (susceptible
de carcinogénesis), lo cual, afecta el flujo mucociliar para ingreso de O, y salida de CO,. Esta
metaplasia endotelial promueve el aumento o hipertrofia del musculo liso, generando una
hiperreactividad endotelial frente a particulas inhaladas durante la fase inspiratoria; por otro lado, la
hiperinsuflaciéon alveolar generado por aumento del volumen residual, conlleva a cambios en el
retroceso elasticos del parénquima pulmonar y modificaciones en los puntos de anclajes

biomecanicos de musculos respiratorios, incidiendo sobre la eficiencia espiratoria.

La geometria de las vias aéreas y la arquitectura anatdmica del parénquima pulmonar se afecta por
el incremento en la actividad proteolitica de la elastasa de los neutrdfilos, los cuales participan
activamente en la actividad elastolitica pulmonar, en la secrecion de moco y en la liberacion
constante de IL-8, perpetuando el proceso inflamatorio y a su vez aumentando los cambios en la

degradacion de fibras elésticas de la via aérea superior.
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En las vias respiratorias inferiores se agudiza el aumento de células caliciformes generando un
remplazando a las células claras secretoras de glucosaminoglicanos y de surfactante pulmonar
(fosfolipidos, protidos y lipidos), las cuales facilitan la funcion de conduccion e intercambio de O»
y CO:,. El recambio entre células claras pulmonares y células caliciformes afecta la lubricacion
bronquial y perpetuando la tension superficial a nivel alveolar, aumentando el riesgo de colapso
bronquial. Asi mismo, es comun el estrechamiento de la luz bronquial asociado a la destruccion

protedlica de las fibras de elastina y al aumento de las células inflamatorias mononucleares.

En el parénquima pulmonar se presenta destruccion de los espacios aéreos destinados para
intercambio gaseoso asociado al incremento de macrofagos, neutrofilos y los linfocitos T (células
CDg) presentes en el alvéolo, incidiendo no solamente en el intercambio gaseoso, sino posibilitando
agudizaciones infecciosas recurrentes. Consecuentemente, las personas con EPOC presentan
cambios morfologicos y funcionales del parénquima pulmonar que alteran el desempefio pulmonar.
Las modificaciones histoldgicas y biomecanicas de los tejidos dindmicos (caja toracica, musculatura
respiratoria, tejido cartilaginoso de articulacion, etc.) generan cambios en los volumenes vy
alteraciones en las capacidades pulmonares relacionado a: 1. Incremento de la resistencia de las vias
aéreas, asociado a inflamacion cronica de la mucosa y fibrosis peribronquial, y 2. Disminucion de la

traccion del tejido elastico sobre las paredes bronquiales causantes de colapso espiratorio precoz (7).

A partir de estos cambios y en relacién a las pruebas espirométricas, las personas con EPOC
comunmente presentan: 1. Disminucion del volumen corriente por cambios en la distensibilidad
estatica pulmonar asociada a fibrosis del parénquima, 2. Déficit del volumen de reserva espiratoria
dado que el trabajo muscular no es suficiente para un esfuerzo inspiratorio maximo, 3. Disminucion
del volumen de reserva espiratoria por disminucion del retroceso elastico, 4. Excesivo volumen
residual por aumento en la retencion de CO» a nivel alveolar(8); No obstante, los cambios descritos

dependen de la progresion y/o severidad de la enfermedad.

La capacidad vital y la capacidad vital forzada se presenta considerablemente disminuida, con reflejo
de un bajo volumen espirado en el primer segundo (siglas en inglés FEV,) asociado a la
hipersecrecion, el engrosamiento de la pared bronquial y la presencia de enfisema pulmonar (9).
Adicionalmente en la EPOC el dafio estructural de las paredes alveolares genera perdida de anclajes
de las unidades alveolares con las paredes bronquiales con disminucion significativa de la luz

bronquial y por lo cual tiende a colapsarse sin terminar la fase espiratoria.
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A partir de la espirometria se conoce que el paciente con enfermedad pulmonar de caracteristicas
obstructivas, puede presentar disminucion de la FEV, en 4 niveles: 1. Obstruccion leve con FEV, >
80% del valor predicho, 2. Obstruccion moderada con FEV; 60-80% del valor predicho, 3.
Obstruccion grave con FEV; 40-60% del valor predicho, 4. Obstruccion muy grave con FEV; <40%.
Adicionalmente presentan una relacion VEFi/CVF por debajo de 0,7 o de 70% de la CVF por
limitacion del flujo aéreo espirado (10). Es importante reconocer que los cambios en los volumenes
y capacidades pulmonares medidas por espirometria se correlacionan fuertemente con la EPOC a
medida que progresa la enfermedad. Por tal motivo, no es raro cursar con diagnostico de EPOC en

estratificacion 1-2 con valores espirométricos normales.

Como resultado del atrapamiento aéreo por cierre anticipado de vias aéreas y por el aumento de la
hiper-insuflacion alveolar asociado a la retencion de CO,, el Volumen residual (VR) y la Capacidad
pulmonar total (CPT) aumentan por encima del 120% del valor predicho, la Capacidad inspiratoria
(CI) puede disminuir entre 30 a 40% como consecuencia de las modificaciones biomecanicas de la
caja toracica y del aplanamiento del diafragma; aspectos que comprometen la presion negativa
necesaria para el ingreso del aire atmosférico (11). A partir de los cambios presentados, se genera
una disminucion significativa de flujos espiratorios maximos asociados a una disminucion del

retroceso elastico pulmonar en condiciones de reposo o de esfuerzo fisico.

De esta manera, los cambios estructurales y funcionales presentados en areas de conduccion y en
areas de intercambio gaseoso a nivel pulmonar en los pacientes con EPOC puede presentar dos
caracteristicas especificas: 1. Hipercapnia por disminuciéon en la luz bronquial asociados a
metaplasia epitelial, incremento de fibrosis peribronquial y disminucion del retroceso elastico lo cual
causa retencion de CO> a nivel alveolar, 2. Hipoxemia por cambios estructurales alveolares que
interfieren la difusion de O, 3. Hipoxia por cambios extrapulmonares que inciden tanto en la relacion

ventilacion perfusion V/Q, como en la perfusion mayor.

Cabe resaltar que las personas con EPOC que residen en ambientes con baja PO, estan expuestas a
hipoxemia y por lo cual deben generar procesos adaptativos y amortiguadores al déficit de O;
causado tanto por el dafio estructural del parénquima pulmonar como por la exposicion a ambientes

de hipoxia altitudinal.
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2.1.1 Adaptaciones ventilatorias en EPOC frente a hipercapnia

La hipercapnia se entiende como el aumento de la tension de CO, en los fluidos corporales,
generando un incremento en la concentracion de acido carbonico como amortiguador del CO;
mediante el HCOs y un aumento considerable en la concentracion de H', lo cual estimula la
ventilacion para la regulacion de la tension de CO, (12). Sin embargo, en personas con EPOC quienes
retienen grandes cantidades de CO» a nivel alveolar, la capacidad respiratoria para la eliminacion del
mismo es reducida por las alteraciones estructurales del parénquima pulmonar. Por lo cual, la
velocidad de la ventilacion alveolar resulta ineficiente para la eliminacion de CO», llevando a un

desequilibrio acido-base sostenido, denominado “acidosis respiratoria” (13).

La acidosis respiratoria puede ser causada por: 1. Desequilibrio entre ventilacion y perfusion (V/Q).
2. Hipoventilacion o disminucion del volumen espiratorio. 3. Patron respiratorio superficial con bajo
nivel de volumen corriente pulmonar. 4. Aumento en la excrecion de CO; como resultado metabolico
(14). En personas con EPOC, la acidosis respiratoria esta inducida por procesos fisiopatologicos del
sistema quimorreflejo de la ventilacion relacionados con los trastornos arquitectonicos y funcionales
del aparato ventilatorio (vias respiratorias, parénquima pulmonar y caja toracica) y por respuestas

adaptativas de los centros controladores de la respiracion (concentraciones de CO, y de H").

Estos aspectos desencadenan dos respuestas adaptativas: la primera de ellas dada por aumento del
nivel de CO», el cual genera una alteracion en la dindmica de quimiorreceptores centrales y
periféricos, que intenta modificar la respuesta muscular ventilatoria, la segunda relacionado a los
cambios estructurales y biomecanicos del complejo musculoesquelético de la caja toracica, los
cuales, generan una espiracion inefeciente causante del incremento del volumen residual y la
hiperinsuflacion alveolar que se presenta en el parénquima pulmonar, por lo cual, la eliminacion
eficaz del CO» no se realiza (14). Consecuentemente, se presenta un incremento de la carga de la
ventilacion, y dado que el volumen espiratorio es ineficiente, se genera un aumento en la retencion
de CO». Asociado a esto, las personas que sufren de EPOC presentan un aumento de la resistencia

de la via aérea por alteraciones histologicas, lo cual incrementa el esfuerzo para respirar (15).

2.1.2 Adaptaciones ventilatorias en EPOC frente a hipoxemia

Los receptores arteriales periféricos se encuentran en los cuerpos carotideos y adrticos, los cuales
son susceptibles a modificaciones o cambios de la PO,, de la PCO» y de la [H']. De manera que en
condiciones de normalidad y frente a bajos niveles de PO, (menos de 60 mmHg en sangre), estos

receptores estimulan el ciclo ventilatorio, promoviendo la quimiotransduccion de informacion
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aferente a las terminarles sensoriales del seno carotideo, posteriormente al nervio glosofaringeo,
hasta el bulbo raquideo lo cual genera una respuesta eferente sobre los musculos de la via respiratoria
(disminuyendo la resistencia de las vias respiratorias) y a su vez generando una mayor actividad de

los musculos toracicos.

En personas con EPOC esta respuesta se mantiene; no obstante, los cambios estructurales de la
unidad alveolar y la tolerancia al aumento en los niveles de hipercapnia, hacen que la respuesta
hiperventilatoria compensatoria se presente a niveles de PaO, entre 50-55 mmHg. Cabe aclarar que
las modificaciones biomecanicas de los musculos ventilatorios (térax en tonel) en personas con

EPOC es un limitante para la respuesta ventilatoria compensatoria.

Esta respuesta para la homeostasis de O, se mantiene en personas con EPOC, dado que los cuerpos
carotideos son sensibles a la PaO, mas no a la saturacion de la hemoglobina, ni al contenido de O»
de la sangre arterial. Por lo tanto, aspectos como la anemia o inhalaciéon de monoxido de carbono

(CO) no generan la hiperventilacion compensatoria.

Pese al comprension de la fisiopatologia de la EPOC y sus respuestas frente al déficit de O, por
condiciones patologicas o por ambientes hipoxémicos, y el conocimiento cientifico sobre las
respuestas generadas por el HIF-1 como controlador de a los mecanismos compensatorios
dependientes de O, no se conoce el comportamiento de la respuesta transcripcionales en la EPOC

en grandes altitudes y que adicionalmente se encuentran expuestas a ejercicio fisico.

2.2Factor 1 inducible por la Hipoxia (HIF-1)

La hipoxia se define como un estado de deficiencia de O en todos los tejidos corporales, con
compromiso en la estructura y funcionamiento de los mismos; por lo cual, es considerado como un
estimulo fisiologico que evoca respuestas homeostaticas a nivel celular (16). La deficiencia de O
estd determinada por multiples factores que van desde la exposicion a ambientes con baja PO,
enfermedades que trastornen la unidad alveolo-capilar, depresion cardiorrespiratoria u otros

estimulos como el ejercicio fisico.

El tiempo de duracion de la exposicion a la hipoxia genera procesos de acomodacion, (respuesta
inmediata o inicial frente a la exposicion aguda), aclimatacion (respuestas fisioldgicas para
tolerancia a el déficit de PO,) y adaptacion (modificaciones genéticas y permanentes en un tiempo

mayor), los cuales, estan asociados a tiempo de exposicion a la hipoxia.
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La hipoxia aguda induce respuestas rapidas y de corta duracion que permitan modificaciones
ventilatorias, aumento de la capacidad de difusion del parénquima pulmonar, incremento de hematies
y hemoglobina en sangre y elevacion de la riqueza vascular de los tejidos. Frente a la hipoxia cronica
las modificaciones o procesos de adaptacion se centralizan en respuestas tardias pero duraderas a
nivel genético que inciden sobre la expresion de ARNm y posteriormente en la sintesis de proteinas

por actuacion de HIF-1 (17).

Evolutivamente los organismos metazoos como la especie humana, han desarrollado complejos
sistemas celulares que inciden sobre el rendimiento metabodlico y el comportamiento sistémico para
mantener la homeostasis del oxigeno (17). La respuesta o activacion de mecanismos compensadores
a condiciones con bajo O son dependientes de HIF; el cual, mediante la modulacion y/o activacion
de la transcripcion de genes regulados por O, incrementa la sintesis de proteinas asociadas a la

estimulacion de la angiogénesis (VEGF) y la eritropoyesis (EPO), entre muchas otras.

De acuerdo a lo expuesto por Semenza(18), los HIF, son activadores de transcripciones moleculares
responsables de la homeostasis de O a nivel celular (Figura 2). Se consideran como una estructura
heterodimera compuesta por dos subunidades: 1. Subunidad HIF-1a (también HIF-2a mamiferos),
formada por 826 y 874 aminoacidos respectivamente, la cual estd regulada por O, a nivel
citoplasmatico, 2. Subunidad HIF-1p y/o HIF-2p con una cadena de 789 aminodacidos, la cual se

ubica y expresa en el nucleo celular.

Propil Hidroxilasa

VHL* HIF-1a

Figura 2: Factor 1 Inducible por Hipoxia (HIF) en normoxia. En condiciones de normoxia, el HIF-

1o se expresa continuamente a nivel citoplasmatico; sin embargo, es degradado rapidamente por
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activacion de Proteosomas celulares. Factor Inducible por Hipoxia sub-unidades alfa (HIF-1 a,

HIF-20); Proteina Von Hippel-Lindau (VHL).

La estructura de HIF-la contiene dominios encargados de la homeostasis de O, a nivel
citoplasmatico en condiciones de normoxia y la identificacion de genes transcripcionales en el nticleo
en condicion de hipoxia. El dominio encargado de degradacion del HIF-1a en normoxia y a nivel
citoplasmatico es el dominio de degradacion dependiente de O, (ODDD). Los dominios encargados
de la heterodimerizacion del HIF-1a y HIF-1p en el nucleo, son el dominio basico Helix-loop-helix
(bHLH) y el dominio de homologia Per-Amt-Sim (PAS). El dominio encargado de la transactivacion
del gen especifico durante la hipoxia son los dominios de transactivacion de terminal de COOH

(TAD- Ny TAD-C) (18) (Figura 2).

En condiciones de normoxia, el HIF1-a se expresa continuamente a nivel citoplasmatico; sin
embargo, este es degradado rapidamente y posteriormente eliminado por activacion de proteoxomas
celulares. El proceso de homeostasis de la subunidad HIF-a (HIF-1 a y HIF-2a) en el citoplasma, se
da por la unién de la proteina Von Hippel-Lindau (VHL) la cual activa a la proteina ligasa E3-
ubiquitina (contiene Elongin 2, Elongin 3, Cullin 2 y RBX1) para activar la ubiquitinacion de
HIF- a(19); la ligasa E3-ubiquitina funciona mediante enzimas activadoras de ubiquitina E1 y

conjugadoras de ubiquitina E2(17) (Figura 3).

La uniéon de VHL a la subunidad HIFa (HIF-1 o y HIF-2 «) esta determinada por la hidroxilacion
de prolina-564 mediante la activacion de 3 proteinas de dominio de prolil-4-hidroxilasa (PHD) las
cuales son PHDI1, PHD2 y PHD3; codificadas respectivamente por los genes EGLN2, EGLNI
y EGLN3(18). Las PHD como miembro de las dioxigenasas contiene en su centro catalitico Dioxido
de hierro (FeO,) y requieren para su funcion de O» y a-cetoglutarato (2-oxoglutarato); su reaccion

es la siguiente:

PHD-FeO; + HIF-1 a -Pro564 + O ; + a -cetoglutarato — PHD-Fe (I1l) + HIF-1 a -
HydroxyPro564 + CO; + succinato (18).

De acuerdo con Nanduri y Semenza(18), la hidrolizacion de la subunidad HIFa (HIF-1 a y HIF-2 a)
se da tanto en la prolina 564 como en la prolina 402 del HIFa; sin embargo, la hidrolizacion de esta
prolina esta condicionada por la hidrolizacion previa de la prolina 564. De esta forma, la regulacion
de la concentracion del HIFa a nivel citoplasmatico es determinada por la union de la proteina VHL

en dos puntos del heterodimero.
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Adicionalmente se ha encontrado como estrategia celular adicional para la regulacion de HIF-1a
citoplasmatico en células bien oxigenadas, la actuacion del factor inhibidor de HIF-1a (FIH-1). Este
actia sobre los aminoacidos 757 a 826 del dominio TAD-C, bloqueando la unién de los
coactivadores p300 y CBP a la subunidad HIF-1. Este proceso se da mediante la unioén del centro
catalitico del FIH-1 (el cual contiene FeO») con el O, y 2-oxoglutarato; promoviendo la union de la

proteina VHL con el HIF- a tanto para el HIF-1 a como para el HIF-2 a (18)(20).

En condiciones de hipoxemia, donde se presenta un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS)
a nivel mitocondrial por déficit de O, y aumento de procesos anaerobicos, se presenta una reduccion
importante de la actividad hidrolasa por disminucion del sustrato O,. Esto incide disminuye la
oxidacion del centro catalitico que contiene Fe Il en las PHD(21), inhibiendo la unién de la proteina
VHL a la sub unidad HIF-la y por ende permitiendo el aumento de la concentracion a nivel

citoplasmatico (22).

El aumento de la subunidad HIF-la a nivel citoplasmatico, promueve la translocacion de la
subunidad a al nucleo, donde se dimeriza con la sub unidad HIF-1p mediante la union de los
dominios bHLH y PAS de cada heterodimero formando el HIF-1 (23). Posteriormente el HIF-1 se
une a sitios de union especificos en promotores de genes regulados por oxigeno, VEGF y EPO (entre
otros), por medio de la activacion de las enzimas histona desacetilasa (HADC) las cuales modifican
la conformacioén de la cromatina mediante el retiro del grupo acetilo de los residuos de lisina de las
proteina Histonas; promoviendo la transcripcion de genes necesarios para la respuesta a la hipoxia,

mediante el aumento en la transcripcion de ARNm de genes especificos (Figura 4).

Dado que el HIF -1 es un factor de transcripcion importante para la respuesta celular a la hipoxia
mediante el incremento de transcripcion de ARNm de genes especificos, se ha encontrado que
presenta un importante efecto a nivel de la eritropoyesis por incremento de ARNmEPO a nivel renal
y hepatico, desencadenando un aumento de la capacidad de transporte de O en sangre. De esta
manera el HIF funciona como centro controlador de la eritropoyesis mediante el incremento de la
expresion de genes que codifican la EPO y el receptor EPOR (24) y la regulacion de la absorcion

intestinal, el transporte y la utilizacion del Fe para formacion de Hb.
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Figura 3. Degradacion del factor 1 inducible por hipoxia (HIF) en normoxia. (a). Union de la
proteina VHL a la subunidad HIFo (HIF-1o y HIF-20). (b). Hidrolizacion de prolina 564 y 402 por
proteina VHL a la subunidad HIFo, (HIF-1 oy HIF-2 o). (c). Actuacion del factor inhibidor HIF-1
(FIH-1) sobre N803. Fuente: fuente propia del autor, basados en las publicaciones de Semenza.
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Figura 4. Comportamiento del Factor Inducible por Hipoxia (HIF) en hipoxia. Factor Inducible por
Hipoxia sub-unidades alfas (HIF-1 a, HIF-2a); Factor Inducible por Hipoxia sub unidades beta
(HIF-1 p); Histona Desacetilasa (HDAC).

Este proceso estimula la transduccion de la EPO a los progenitores eritrocitarios mediante la
activacion de la Tirosincina intra celular Janus, lo cual, va a unir la EPO con los ligandos de unidades
formadoras de colonias eritroides en ramillete (BFU-E) y unidades formadoras de colonias eritroides
(UFC-E) (25), generando: 1. Aumento en la liberacion de reticulocitos en medula 6sea, lo cual va a
liberar como primera fase Shift Reticulocitos o liberacion de Reticulocitos basofilos o
Pronormoblastos si se mantienen los estimulos hipoxémicos. 2. Inhibiendo la apoptosis celular por
medio del rescate de la EPO de células apoptoticas y uniendo el EPO a UFC-E quien mediante la
activacion del factor trasncripcional GATA 1 sintetiza BC1-XL para inhibir la muerte programada
(25).
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De igual manera, en hipoxia el HIF-1 estimula los quimiorreceptores de los cuerpos carotideos; los
cuales son 6rganos sensoriales especializados en el control de O en sangre arterial. De esta manera
el HIF-1 incrementar la presion arterial por estimulacion del tono vascular e incrementa los estimulos
simpaticos en los cuerpos carotideos modificando el ciclo respiratorio por incremento del volumen

ventilatorio y la frecuencia respiratoria.

Semenza et. al (18), establecieron que la reaccion de los cuerpos carotideos esta mediado por la
activacion de reflejos neuronales que inciden sobre las células tipo I (células glomicas) encargadas
de la expresion de gran variedad de neurotransmisores y células tipo II (células sustentaculares) o
células gliales del SNC. Kumar et. al (26), sugieren que ante la hipoxia, las células tipo I son
responsables de la deteccion del nivel O y por lo cual funcionan en conjunto con la principal unidad
sensorial del cuerpo carotideo. En efecto Roux et al. (27), mediante estudios realizados en ratas
demostraron un aumento en la expresion del HIF-1a en células tipo I e incremento de la sub unidad
HIF-2a en células tipo II, con disminuciéon en los niveles de ARNm que codifica enzimas
antioxidantes de especies ROS. De acuerdo a esto, se establece que el incremento de la actividad
sensorial del cuerpo carotideo al nivel de PO; esta relacionado al incremento del estrés oxidativo por
hipoxia y por ende genera modificaciones ventilatorias y vasculares a favor de la adaptacion

respiratoria (28).

Metabodlicamente se presentan cambios importantes por actuacion del HIF-1, los cuales se centran
en el incremento de rutas glicoliticas para produccion de energia por el déficit de O,. Papandreou
(29), manifiesta que una de las funciones principales del HIF en condiciones de hipoxia es la
regulacion del metabolismo glucolitico a través de la regulacion enzimatica del metabolismo

glucido. La estimulacion de la glucolisis anaerdbica se da por los siguientes mecanismos (17,18,24):

e Regula el gen de que codifica la Quinasa Dependiente de Fosfoinositida -1Piruvato
deshidrogenasa (PDK1), la cual regula al Piruvato Deshidrogenasa (PDH); de esta manera
fosforila e inactiva la PDH, inhibiendo asi la conversion de Piruvato en Acetil coenzima A,
para ingresar a el ciclo del Acido tricarboxilico (30).

o Regula el gen de lactato deshidrogenasa A (LDHA), facilitando la conversion del Piruvato
a Lactato para incentivar la glucolisis anaerobica y la gluconeogénesis (18).

e Estimula las proteinas de interaccion BNPI3 y BNPI3L, los cuales median selectivamente

la autofatiga mitocondrial e incentivan la apoptosis por déficit de O, (31,32).
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e Incrementa la activacion del interruptor se la subunidad Citocromo C en la mitocondria, el
cual inhibe la cadena de respiracion celular inactivando la transferencia de NAD y FAD y

facilita la actividad de la Caspasa 9 generando rupturas proteinicas y la apoptosis celular

(33).

2.3 Ejercicio fisico en personas con EPOC

Como se ha mencionado anteriormente en normoxia y en estado de reposo, se presentan bajos niveles
de HIF-1a a nivel citoplasmatico; dado que esta unidad se encuentra constantemente hidrolizada por
PHD con reconocimiento de la proteina VHL, ubiquitina-proteina ligasa y posterior degradacion
proteosomal. Multiples investigaciones han demostrado que durante la practica del ejercicio fisico
se presenta un incremento en el consumo de oxigeno por aumento del metabolismo oxidativo
asociado a elevacion de procesos transcripcionales de proteinas especificas para la demanda fisica,
generada por: 1. Reduccion o inhibicion de la actividad de la PDH, 2. Incremento a nivel
citoplasmatico de la concentracion de HIF-1a (34,35), lo cual permite una notable capacidad de

adaptacion fisiologicas a las demandas fisicas.

Desde la década de los 90 se presenta como premisa que la hipoxia localizada es la responsable de
la adaptacion de los tejidos al ejercicio fisico (36,37); lo cual, ha sido respaldado por multiples
estudios cientificos que establecen que un esfuerzo fisico de caracteristicas aerobicas, genera una
disminucion de la tension media de Oz, como respuesta adaptativa para incrementar la capilarizacion,
la respuesta hematologica para el transporte de O, la eficiencia metabdlica y por tanto, el

rendimiento fisico (38).

Las adaptaciones biomoleculares de respuesta a la demanda fisica estdn mediadas por la actuacion y
respuesta del HIF-1. Ameln et al. (39), definieron por primera vez la relacion entre la activacion de
la via HIF-1 con la respuesta adaptativa de VEGF y EPO por practica del ejercicio fisico. A partir
de esto, diversas investigaciones han encontrado que, en personas sanas expuestas a exigencia fisica,
se presenta una disminucion en la actividad de la proteina VHL; lo cual, inhibe la degradacion
citoplasmatica del HIF-la y facilita la translocacion nuclear de la subunidad para la posterior

expresion de factores dependientes de Os..

El desarrollo del conocimiento sobre las respuestas del ante la hipoxia en personas con EPOC se ha
centrado en el estudio de los mecanismos comportamentales del HIF-1 en ambientes hipoxémicos

mas no en los efectos directos del ejercicio fisico sobre las respuestas biomoleculares (40). A partir
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del conocimiento actual del HIF-1 se puede inferir que el ejercicio fisico como estimulo hipdxico
genera el mismo comportamiento del HIF-1 a nivel citoplasmatico; sin embargo, se sabe que en la
EPOC pese al aumento de la HIF-1a en el citosol, la translocacion de esta subunidad a nivel nuclear
estd disminuida por una baja actividad enzimatica de la HDAC-7 (40), lo cual, disminuye la
posibilidad de dimerizaciéon con la subunidad HIF-1B y por tanto menor activacion de genes

dependientes de O,.

En la actualidad se desconoce la respuesta del HIF-1 y su ocurrencia sobre procesos moleculares en
la EPOC durante la practica del ejercicio fisico. No obstante, el desarrollo investigativo sobre los
beneficios del ejercicio sobre las cualidades condicionales y coordinativas en las personas con EPOC
es contundente. Multiples metaandlisis y revisiones sistematicas al igual que estudios
experimentales, afirman que la practica de ejercicio fisico de los pacientes con EPOC mejora su
calidad de vida de las personas con EPOC, dado que: 1. Incrementa la resistencia cardiovascular, 2.
Aumentan el desempefio y fuerza muscular, 3. Disminuye la sensacion de fatiga y 4. Permite una

mayor autonomia en actividades de la vida diaria que demanda esfuerzo fisico (41-43).

2.3.1 EPOC, HIF-1 y metabolismo en el ejercicio fisico

Semenza (18) ha descrito que la HIF-1 incide directamente sobre el comportamiento metabdlico
celular, como mecanismo compensatorio al déficit de O,. De acuerdo a sus publicaciones, el HIF-1
regula la transicion entre el metabolismo oxidativo al glucolitico a través de: 1. La regulacion de
PDK1 encargada de la codificacion de la piruvato des hidrogenasa (PDH), inhibiendo el paso de
piruvato a acetil CoA y por ende restringiendo la generacion de energia en el ciclo de acido
tricarboxilico o ciclo de Krebs, 2. Media la LDHA la cual codifica a la lactato deshidrogenasa (LDH)
promoviendo el paso de Piruvato a Lactato, 3. Ajusta la actividad de BNIP3 y BNIP3L disminuyendo
la apoptosis por medio de la mediacion de la autofatiga mitocondrial, 4. Regula la actividad del
citocromo C, disminuyendo la actividad de las Caspasas complementando la inhibicion de la

apoptosis celular.

De acuerdo a Mason et al.(44), el entrenamiento fisico basado en actividades de resistencia incide
sobre la actividad proteinica del HIF-1 para la modificacion de genes dependientes de O», los cuales,
facilitan el incremento de enzimas reguladoras del metabolismo como citrato-sintasa (CS) y la lactato
deshidrogenasa (LDH), contribuyendo a los procesos oxidativos en el musculo. Estos hallazgos junto
a lo mencionado por Willimas y Neufer (45), evidencian que la practica del ejercicio fisico regular

incrementa los niveles de ARNm de genes metabdlicos que favorecen la produccion de coactivador
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gamma del receptor activado por proliferador de peroxisomas 1 (PGC-1) la cual regula la biogénesis
mitocondrial por medio de la activacion de factores respiratorios nucleares (NRF-1 y NRF-2) y de
receptores alfa de estrogenos (ERRa) priorizando procesos de gluconeogénesis, fosforilacion

oxidativa, metabolismo de los acidos grasos y termogénesis de tejido adiposo.

Asi mismo Gavin et al. (46), establecen una correlacion directa entre Ca®" y los filamentos
contractiles durante el ejercicio fisico, dado que este incrementan las demandas metabdlicas
musculares y por lo cual se amplia el metabolismo glucolitico; esta respuesta estd asociada a la
actuacion directa del HIF-1 sobre la transduccion de genes especificos de transportador de glucosa
4(GLUT-4).

Por su parte, Gaudel et al. (47), postula que el incremento de Ca*" intracelular favorece la activacion
de proteinas quinasas dependientes de Ca*" como Calmodulina (CaMK) proteina encargada de la
regulacion en la transduccion de sefales de Ca®> en la célula; por lo cual, el incremento en la
activacion de CaMK resulta en aumento en la expresion de ARNmVEGEF en filamentos musculares
por las demandas metabdlicas durante el ejercicio fisico que conllevan a incremento en el

metabolismo glucolitico del tejido muscular expuesta a sobrecarga hidrica.

Es preciso establecer que la EPOC como enfermedad cronica de caracteristicas hipoxicas genera un
incremento en el metabolismo glucolitico como efecto compensatorio necesario al déficit de O, pero
a su vez, es nocivo por el incremento de procesos anaerdbicos que intensifican el estrés oxidativo.
En la EPOC los procesos metabolicos regulados por la HIF-1 conllevan a una agudizacion de
respuestas anaerobicas a nivel celular que debilita la actuacion del ciclo del acido tricarboxilico por
aumento de PDK-1, lo cual, inhibe el paso de Piruvato a Acetil CoA y se estimula la LDH facilitando

la gluconeogénesis (48).

Adicionalmente por hipoxia en la EPOC, se presenta un disminucion en la expresion genética de la
Fructosa 2-6 bifosfatasa disminuyendo la respuesta enzimatica de la fosfofructoquinasa 1 (PFK-1),
lo cual, conlleva a una reduccion de los en procesos glucoliticos oxidativos por alteracion en el paso
de fructosa 6-fosfato a fructotsa 1,6-bifosfato (49). Por otro lado, el consumo de cigarrillo o la sobre
exposicion a humo de lefia (como factores etioldgicos del EPO), incrementan la concentracion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) que llevan a muerte celular no programada y a necrosis (50).

Parad¢jicamente a nivel celular la EPOC induce una disminucion de antioxidantes asociados a la
actividad de la HIF-1. Se presentan especificamente un incremento en la activacion de la subunidad

HIF-1a que conlleva a un incremento en la expresion de la oxirreductora nicotinamida-adenina-
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dinucleotido-fosfato (NADPH) facilitando el incremento de anion superoxido (O2’). Sin embargo, se
presenta una reduccion de la enzima superoxido dismutasa (SOD,) por degradacion de la subunidad
HIF-2a, lo que reduce las respuestas antioxidantes en la célula. El estudio realizado por Rahman
(51) demuestra que en EPOC se presenta una reduccion importante y significativa del Glutation, lo

cual incrementa la actividad ROS.

Las respuestas biomoleculares que inciden sobre la actividad metabodlica de personas con EPOC
expuestas a programas de ejercicio fisico son desconocidas; sin embargo, es claro que el ejercicio
fisico que promueve una mayor la eficiencia oxidativa en estas personas. El entrenamiento aerdbico
de intensidades bajas, pero con cargas o tiempos prolongados teéricamente mejoran la difusion
alveolo-capilar de O, y facilitan la perfusion tisular, estimulando el metabolismo oxidativo. Por lo
cual, programas de ejercicio fisico de caracteristicas intensas como el entrenamiento de alta
intensidad si bien mejoran las caracteristicas antropométricas de las personas, puede inducir mayor

dafio celular y mayor agudizacion de la patologia.
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3. Capitulo 3. Marco metodologico

3.1 Objetivos

Determinar los efectos de un programa de ejercicio fisico sobre la via de sefializacion de HIF-1a,
la funcion cardiopulmonar y la calidad de vida en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva

cronica residentes a gran altitud (>2500 m).

3.1.1 Objetivos especificos

e Establecer un protocolo de prueba de esfuerzo cardiopulmonar (CPET) que permita
identificar los umbrales méaximos de aptitud fisica en pacientes con EPOC residentes
a>2500 m.

e Reconocer los niveles de HIF-1a, VEGF y EPO en pacientes con EPOC residentes
en hipoxia altitudinal, determinando las diferencias de concentraciones plasmaticas
en comparacion con sujetos sanos, antes y después de un programa de ejercicio fisico.

e Establecer la correlacion entre HIF-1a, VEGF y EPO, y los resultados de CPET
funcion pulmonar, respuesta hematologica de células rojas y aptitud fisica maxima,
antes y después de un entrenamiento de 8 semanas de duracion.

e Establecer el efecto de un programa de ejercicio fisico de 8 semanas de duracion
sobre la aptitud fisica funcional y la calidad de vida en personas con EPOC expuestos

a 3 diferentes estimulos hipoxicos (enfermedad, hipoxia altitudinal y ejercicio).

3.2 Pregunta de investigacion

(Cual es el efecto de un programa de ejercicio fisico sobre la via de sefializacion de HIF-1a, la
funcion cardiopulmonar y la calidad de vida en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva

cronica residentes a gran altitud (>2500 m)?

3.2.1 Sub preguntas de investigacion
e El nivel del HIF-1a es igual para personas con EPOC y en sujetos sanos, residentes a

gran altitud?
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(Las respuestas a la hipoxia en EPOC relacionadas con la angiogénesis y la eritropoyesis
a gran altitud son similares a las respuestas ampliamente conocidas y estudiadas a baja
altitud?

,Un programa de ejercicio fisico de 8 semanas puede modificar positivamente los niveles
plasmaticos de HIF-1a, y a su vez incidir a favor de la respuesta celular a la hipoxia
mediada por VEGF y EPO?

(Los niveles plasmaticos de VEGF y EPO en gran altitud pueden ser diferentes entre
personas con y sin EPOC con iguales condiciones ambientales, similitudes
antropométricas y bajo nivel de actividad fisica?

(Se presenta correlacion entre el nivel plasmatico de VEGF y EPO con la funcion
pulmonar, los cambios hematologicos y el rendimiento fisico tanto en personas con
EPOC como en sujetos sanos, en condiciones de hipoxia altitudinal?

(Existen diferencias en término de capacidad funcional y nivel de actividad fisica en
personas con EPOC y sujetos sanos que viven en ambientes de baja PO,?

(Los protocolos de pruebas de esfuerzo cardiopulmonar (CPET) aplicados en baja altitud

son adecuados y pertinentes para conocer la maxima condicion fisica de una persona con

EPOC que vive a >2500m?

3.3 Hipotesis

Un programa de ejercicio fisico concurrente modifica la concentracion plasmatica y la via de

senalizacion de HIF-1a, la funcién cardiopulmonar y la calidad de vida en pacientes con

enfermedad pulmonar obstructiva cronica residentes a gran altitud (>2500 m).

3.3.1 Hipétesis estadisticas

Ho

H;

Las personas con EPOC en gran altitud no presentan
concentraciones plasmaticas mayores de HIF-la que
sujetos sanos.

Ho: % [HIF-1a] = % [HIF-1].

Las personas con EPOC en gran altitud presentan
concentraciones plasmaticas mayores de HIF-1a que
sujetos sanos.

HI: % [HIF-1a] # % [HIF-1]

El ejercicio fisico no aumenta la concentracion de HIF-
la en plasma en personas con EPOC que residen a
>2500 m.

Ho: x [HIF-1a] pre ejercicio = x [HIF-1] pos
ejercicio.

El ejercicio fisico aumenta la concentracion nuclear
de HIF-1a en plasma personas con EPOC que residen
a>2500 m.

HI: x [HIF-1o] pre ejercicio # x [HIF-1] pos
ejercicio.

La sintesis de VEGF (x) y EPO (y) en EPOC no presenta
diferencias en comparacion a sujetos sanos, en reposo
ni posterior al ejercicio fisico.

La sintesis de VEGF (x) y EPO (3) en EPOC presenta
diferencias en comparacion a sujetos sanos, en
reposo ni posterior al ejercicio fisico.
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Ho:ry, =20

HI: 1y #0

No existe relacion entre el nivel de HIF-1a (x) con la
sintesis de VEGF (y) y EPO (y1) posterior a la ejecucion
de un programa de ejercicio fisico en personas con
EPOC en hipoxia altitudinal.

Ho:ry, =10
Ho:ry1 =0

Existe relacion entre el nivel de HIF-1a (x) con la
sintesis de VEGF () y EPO (yI) posterior a la
gjecucion de un programa de ejercicio fisico en
personas con EPOC en hipoxia altitudinal.

Ho:ry#0
Ho:ryi #0

No existe relacion entre la concentracion plasmatica
HIF-1 (x), el rendimiento fisico (y), la funcién pulmonar
(v1) y resultados hematologicos (¥2) en EPOC a>2500
m.

Ho:ry, =10
Ho:ryi =10
Ho:ry>=10

Existe relacion entre la concentracion plasmatica
HIF-1 (x), el rendimiento fisico (¥), la funcion
pulmonar (vI) y resultados hematologicos (y2) en
EPOC a>2500 m

Ho:ry#0
Ho:ryi #0
Ho: ry>#0

El ejercicio fisico (x) no modifica la aptitud fisica
funcional (y), la calidad de vida (yI) y la disnea (y2) en
personas con EPOC residentes a gran altitud.

Ho:ry, =20
Ho:ry1=10
Ho:ry>,=10

El ejercicio fisico (x) modifica la aptitud fisica
funcional (y), la calidad de vida (y1) y la disnea (y2)
en personas con EPOC residentes a gran altitud.

Ho:ry#0
Ho:ryi #0
Ho: ry>#0

3.4 Diseno del estudio

Se realiz6 un ensayo clinico cuasi-experimental con andlisis longitudinal de medidas repetidas,

con comparaciones intra e inter grupos, en tres momentos diferentes antes (B) y después (A) de

la intervencion y a los cuales se referencia de la siguiente manera:

1. Reposo (R), 1 hora antes de la CPET

2. Ejercicio (E), 30 minutos después de finalizar la CPET
3. Post-ejercicio (P), 24 horas después de CPET.

Como se muestra en la (Figura 5). En cada uno de estos tiempos se obtuvieron diferentes medidas

moleculares, hematologicas, ventilatorias y de esfuerzo fisico.

Las mediciones se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia del Ejercicio de la Facultad de

Medicina y el Laboratorio de investigacion basica en Bioquimica de la Universidad Nacional de

Colombia — Bogota. El enfoque del protocolo del estudio se ha desarrollado siguiendo las pautas

y recomendaciones para los ensayos intervencionistas SPIRIT (18) (Anexo 5). La Tabla 2 muestra

el diagrama de flujo SPIRIT.
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Acelerometria
Ergoespirometria
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HIF1la - EPO - VEGF
Hemograma

Reposo
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i f
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Semana 7-8:
75%V0,pico / 50-60% RM

24 sesiones - 8 semanas

24 sesiones - 8 semanas

Semana 1-2:
60%V0,pico / 20% RM

Semana 3-4:
65%V0,pico / 30-40% RM

Semana 5-6:
70%V0,pico / 40-50% RM

Semana 7-8:
75%V0,pico / 50-60% RM
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Calidad de vida (CAT)

Figura 5. Disefio del estudio. A: Después de la intervencion; B: Antes de la intervencion; E: ejercicio, 30 minutos después de finalizar la CPET; P: post-ejercicio, 24 horas

despues de CPET; R: reposo, 1 hora antes de la CPET.
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Tabla 2. Resumen de enrolamiento, intervenciones y evaluaciones — Diagrama SPIRIT

Actividad Asignacién Linea de base Intervencion Final

(8-WVP)

Antes BR BE /BP AR AE /AP

Enrolamiento:

Elegibilidad

Consentimiento informado

Evaluacion medica

TR I e

Nivel de actividad fisica.

Intervencion:

Grupo COPD X

Grupo CTRL X

Evaluacion:

Cuantificacion HIF-1a

Cuantificacion VEGF

i
i

Cuantificacion EPO

Ergospirometria (CPET)

Espirometria

Hemograma

Dinamometria

6MWT

Pruebas de aptitud fisica

Calidad de vida (CAT)

T I B B e e e A B I
T R e I e I R e R e B R

Disnea (mMRC)

Monitoreo de seguridad:

Signos vitales X X X X X

Reporte de eventos adversos X X X X X

A: Después de la intervencion, B: Antes de la intervencion;, COPD: grupo experimental; CTRL:
grupo control; E: ejercicio, 30 minutos después de finalizar la CPET; P: post-ejercicio, 24

horas después de CPET; R: reposo, 1 hora antes de la CPET.
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3.5 Participantes
3.5.1 Seleccion

Se seleccionaron pacientes con EPOC para el grupo experimental (COPD) y personas sin

enfermedad respiratoria para el grupo control (CTRL).

3.5.1.1

3.5.1.2

Grupo experimento (COPD)
Criterios de inclusion para pacientes con EPOC: 1. ser mayor de 60 afios y residir en los
ultimos 24 meses en altura (>2500 m), 2. tener medidas de saturacion arterial periférica
de oxigeno (SpO.) en reposo por debajo del 90%, 3. no requerir oxigenoterapia
domiciliaria, y 4. no tener antecedentes de exacerbaciones respiratorias u hospitalizacion
en los ultimos 3 meses antes de la medicion inicial. Adicionalmente, contar con afiliacion
al Sistema General de Seguridad Social en Salud y firmar el consentimiento informado.
Criterios de exclusion: 1. haber sido diagnosticado de anemia, enfermedad oncologica,
hepatica, renal, reumatologica, o antecedentes de sangrado digestivo en los 2 meses
previos a la medicion inicial, 2. tener antecedentes clinicos de enfermedad renal,
trasplante de higado o médula 6sea, 3. estar bajo manejo farmacoldgico hormonal con
eritropoyetina y/o testosterona, 4. tener lesiones musculoesqueléticas agudas que limiten
la ejecucion del programa de ejercicio fisico, 5. ser fumador activo, 6. participar en un
programa de rehabilitacion pulmonar o en cualquier otra investigacion médica o
terapéutica, y 7. tener un nivel de actividad fisica moderado o alto con un registro de >600
MET/semana o 1,5 MET/hora (19), nimero semanal de pasos que involucran >7000
pasos/dia 0 >100 pasos/min (20), o0 >720 kcal/semana, medido por acelerometria (21).
Grupo control (CTRL)

Criterios de inclusion: (1) ser mayor de 60 afios y residir en altura (>2500 m), (2) no
fumador y no tener antecedentes de tabaquismo, (3) ) no tener registro de hospitalizacion
en los ultimos 3 meses antes de la medicion inicial. Adicionalmente, contar con afiliacion
al Sistema General de Seguridad Social en Salud y firmar el consentimiento informado.
Criterios de exclusion: (1) haber sido diagnosticado de anemia, enfermedades
oncolodgicas, enfermedad hepatica, enfermedad renal cronica, enfermedades reumaticas,
antecedentes de anemia hemorragica gastrointestinal, antecedentes de trasplante de rifion,
higado o médula osea, (2 ) estar bajo manejo farmacologico hormonal con eritropoyetina
y/o testosterona, (3) tener lesiones musculoesqueléticas agudas que limiten la ejecucion
del programa de ejercicio fisico, (4) ser fisicamente activos con registro de 2600 METs
/semana o 1,5 MET/hora, un nimero semanal de pasos que implica >7000 pasos/dia o

>100 pasos/min, o >720 kcal/semana.
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3.5.2 Determinacion del tamaifo de la muestra

Se realizo el calculo de tamafio de muestra para estudios longitudinales, utilizando la formula de
Diggle tanto para diferencias entre individuos como entre grupos, tomando como referencia un
efecto esperado con unas diferencias de 7.1, 4.96, 1.14 y 0.19 para el HIF-1; 1.6, 1.1 y 0.37 para
VEGF; y finalmente de 0.6, 0.3, 0.23 y 0,052 para el Efecto en EPO. Se consideraron varianzas
(8%) entre 0,00004489 hasta 6,76 dependiendo de cada medida de efecto segtn lo reportado en la
literatura. En la Tabla 3 se presentan en detalle las varianzas y magnitudes de efecto esperados.
Adicionalmente, se consideraron dos mediciones (pre y post), para dos grupos de comparacion,
con un error tipo I de 0=0,05, poder P=0.80 y explorando correlaciones (p) entre -0.86, 0.4, 0.47,
0.6, 0,79 o 0.8 seglin cada parametro.

A continuacion, se presenta la formula utilizada, en la cual se puede apreciar los diferentes
escenarios donde la muestra del estudio es suficiente teniendo en cuenta que el valor de la
magnitud de efecto esperado en cada una de las variables de respuesta con los diferentes
escenarios de varianzas y correlaciones planteadas la muestra puede estar entre 1 a 2630
participantes. Para consideracion del presente estudio se tomé una muestra de 10 participantes
con el fin de poder observar diferentes magnitudes con suficiente poder. Debido a que se pueden
presentar perdidas en el seguimiento, se realizd un aumento del 20% para un total de 12

participantes, 6 por grupo con un total de 78 mediciones.

2(24+2¢) 61 +(n-1)p}

ndz

m =

Desarrollado a partir de la formula del libro Diggle Et al. (2013). Analysis of longitudinal

Data. 2°Ed.
Donde:
o Error tipo 1 0,05
B Error tipo 2 0,2
d Magnitud del efecto en el tiempo (delta)
c desviacion estandar
p Correlacion entre medidas
n Numero de mediciones
ml, m2, mn Numero de grupos de comparacion
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M=m1+m?2 Numero Total de sujetos (Muestra)
Zo. Zo =71-0/2
7Q 7Q =71-p
Desarrollado a partir de la formula del libro Diggle Et al. (2013). Analysis of longitudinal
Data. 2°Ed.

Tabla 3. Escenarios de muestra calculados para las variables de respuesta

Efecto HIF-1

P d o2

0.16 1.21 6.76

7.1 0.04 0.28 1.55

4.96 0.08 0.57 3.17

S 1.14 1.42 10.74 60.02
1.7 0.64 8.83 10.92
0.19 51.14 386.73 2160.55

7.1 0.04 0.34 .88

2 4.96 0.09 0.69 3.86

ad 1.14 1.73 13.08 73.08
0.19 62.27 470.91 2630.87

7.1 0 0.03 0.18

2 4.96 0.01 0.07 0.37

T 1.14 0.16 1.24 6.94
0,19 5,91 44,72 249,86

Efecto EPO
P D 5’

0.0121 0.04 0.1156

1.6 0.05 0.18 0.52

s 1.1 0.11 0.38 1.09

0.37 1.01 3.35 9.68

1.6 0.06 3.67 10.6

b 1.1 0.13 0.42 12
0.37 111 0.2 0.57
2 1.6 1.25 4.13 11.93
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1.1 0.14 0.47 1.35
0.37 0.07 0.22 0.64
Efecto VEGF
P d 62
0.000044  0.000361 0.0009
89

0.6 0 0.01 0.03

< 0.3 0.01 0.04 0.11
= 0.23 0.01 0.07 0.19
0.052 0.18 1.47 3.66

0.6 0 0.01 0.03

© 0.3 0.01 0.05 0.13
c 0.23 0.01 0.09 0.21
0.052 0.21 1.68 4.18

0.6 0 0.01 0.04

Y 0.3 0.01 0.06 0.14
= 0.23 0.01 0.1 0.24
0.052 0.23 1.89 4.7

3.5.3 Reclutamiento

El proceso de reclutamiento se realizé por bola de nieve en el cual participaron personas asistentes
a la Universidad Nacional de Colombia — Sede Bogota (UNAL) y al Hospital Universitario
Nacional (HUN). El investigador principal se contact6 con los interesados mediante una llamada
telefonica en la que se les explicd la naturaleza del estudio. Cuando las personas expresaron
interés en participar, se programé una visita domiciliaria para explicar los detalles del estudio,
resolver inquietudes y brindar las aclaraciones necesarias. Luego de la confirmacion del
cumplimiento de los criterios de seleccion, se firmo el consentimiento informado (Anexo 4) y se

inicio el proceso de evaluacion (Anexo 6).

3.5.4 Asignacion de grupos y cegamiento

La asignacion de los grupos de investigacion se realizd por conveniencia, para comparar los
efectos del ejercicio fisico sobre los resultados en pacientes con EPOC versus personas sanas que
presentaron similares condiciones fisicas y sociodemograficas. Dado que este fue un estudio
cuasi-experimental con la asignacion por conveniencia no se ejecutd ninguna asignacion oculta.

La asignacion por conveniencia fue realizada por el investigador principal. No obstante, se ejecuto
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un cegamiento simple en la cual los participantes no conocieron la intervencion recibirian los
demas participantes; esto teniendo en cuenta que el programa de ejercicios 8-WVP se realizo de

forma individual en el domicilio de cada participante.

3.5.5 Descripcion de los participantes

Se registraron 118 personas para el estudio, de las cuales se descartaron un total de 106 personas
por incumplimiento de los criterios de inclusion (Figura 6). Finalmente, se reclutaron seis
pacientes con EPOC y seis personas para el grupo control, la asignacion se realizd por
conveniencia considerando el diagnostico de EPOC. Los participantes no presentaron diferencias
significativas en edad, altura, peso, indice de masa corporal (obesidad de grado 1) y bajos niveles

de actividad fisica.

No se encontraron diferencias significativas en el consumo de energia (kcal y MET) entre los
grupos, aunque los COPD registraron significativamente un 62% menos de pasos diarios (P
<0,05). Al comparar el grado de disnea entre los grupos de estudio, encontramos que los COPD
presentaron una puntuacion significativa (P=0,004) mas alta de disnea que el grupo control al

realizar esfuerzos fisicos diarios.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupos en Pasos/dia, SpO2 en
reposo, frecuencia respiratoria y FEV1/FVC (Tabla 4). No se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en la mayoria de resultados de funcion pulmonar puesto que la
poblacion diana del estudio eran personas con EPOC sin restricciones pulmonares severas para

que toleraran el programa de ejercicio fisico.
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Tabla 4. Caracteristicas de los participantes
CTRL COPD Valor-P

Sujetos 6 6
Edad (afios) 75.6 +4.6 74.0+5.3 0.613
Talla (cm) 151.3+2.7 161.1+11.9 0.108
Peso (kg) 64.2+10.3 68.5+12.5 0.556
IMC (kg-m?) 284 +3.0 26.3+4.0 0.359
Nivel de actividad fisica
METs/hora 1.23£0.1 1.18+0.2 0.699
Pasos/dia 5305 £ 172 1906 £ 118 0.029
Funcion Pulmonar
FVC (L) 3.1+1.2 2.1+0.3 0.069
FEV1 (L) 2.1+£0.6 1.6+0.3 0.089
FEV1/FVC (%) 77.4+9.6 66.0 +7.9 0.039
PEF (L-s™) 58+2.7 33£14 0.070
FEF 25-75% 1.6 £0.6 1.5+0.3 0.065
Disnea
Calificacion disnea (mMRC) 1.6+£0.5 3.6+ 0.5 P=0.002
Signos vitales — Base de linea
SpO:2 (%) 95+ 1 85+1 <0.001
Frecuencia cardiaca (Ipm) 8l1+2 77+£6 0.145
Presion arterial sistolica (mmHg) 120+3 121+3 0.560
Presion arterial diastolica (mmHg) 78 +7 81+7 0.122
Frecuencia respiratoria (resp/min) 154+04 145+0.5 0.030

BMI: indice de masa corporal, EPOC: grupo EPOC, CTRL: grupo control, FEF': flujo
espiratorio medio, FEV1: volumen espiratorio forzado en 1 s, FVC: capacidad vital forzada,

FEVI/FVC: volumen espiratorio forzado en 1 s/vital forzado capacidad, MET: equivalentes

metabolicos, PEF: flujo espiratorio maximo, SpQO:: saturacion de oxigeno arterial del pulso.

Significacion estadistica: P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada. Se

muestran las caracteristicas de referencia de los participantes en reposo. Los datos se
presentan como media * desviacion estandar (DE).
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CONSORT

TRANSPARENT REPORTING of TRIALS

Assessed for eligibility (n=118)

[ Enrollment ]

Excluded (n=106)

\ 4

+ Not meeting inclusion criteria (n=83)
+ Declined to participate (n=21)
+ Other reasons (n=2)

Randomized (n=12)

Y { Allocation J A\
Allocated to intervention (n=6) Allocated to intervention (n=6)
+ Received allocated intervention (n=6) + Received allocated intervention (n=6)
+ Did not receive allocated intervention (give + Did not receive allocated intervention (give
reasons) (n=0) reasons) (n=0)

v [ Follow-Up ] v
Lost to follow-up (give reasons) (n=0) Lost to follow-up (give reasons) (n=0)
Discontinued intervention (give reasons) (n=0) Discontinued intervention (give reasons) (n=0)
v [ Analysis J v
Analysed (n=6) Analysed (n=6)
+ Excluded from analysis (give reasons) (n=0) + Excluded from analysis (give reasons) (n=0)

Figura 6. Diagrama de flujo de participantes — CONSORT
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3.6 Intervencion

3.6.1 Descripcion de la intervencion

Se desarroll6 un programa de ejercicio fisico concurrente el cual denominamos 8-Week Variant
Program (8-WVP), el cual es un programa de ejercicio fisico prescrito de 8 semanas de duracion
con 3 sesiones semanales para un total de 24 sesiones (Anexo 7). En cada semana se incluyeron
sesiones de entrenamiento de las capacidades fisicas condicionales y sesiones de educacion en
salud y promocion de la actividad fisica. Las cargas de entrenamiento se progresaron a partir del
aumento del volumen de trabajo, la intensidad del ejercicio y el método de entrenamiento. El

programa presenta las siguientes especificaciones (Figura 7):

Step 1 (Semana 1 y 2).

e Reeducacion respiratoria: Ejercicios de inspiracion y espiracion prolongada.

e (Capacidad aerobica: Método: Intervalico; Intensidad: Zona de entrenamiento 2, 60 %
FCmax, 4-6/10 Escala de Borg; Carga: 20 min; Densidad: 1:2; Modo: Banda, bicicleta
estatica, entrenamiento en campo.

e Fuerza muscular: Método: Piramidal; Intensidad: 2/10 Omni-Res; Carga: Autocarga;
Series: 3 series; Repeticiones: 8 repeticiones; Grupo muscular: Sesion 1 de la semana
miembros superiores, sesion 2 de la semana zona Core, sesion 3 de la semana miembros
inferiores.

e Flexibilidad y elasticidad: Método: estiramientos activos; Intensidad: 31-60 Perflex
Scale; Duracion: 10 — 20 segundos; Grupo muscular trabajado

e Educacion en salud y promocion de la actividad fisica: EPOC y cuidados respiratorios en

casa.

Step 2 (Semana 3 y 4).

e Reeducacion respiratoria: Ejercicios de inspiracion y espiracion resistida.

e (Capacidad aerdbica: Método: Intervalico; Intensidad: Zona de entrenamiento 2, 65 %
FCmax, 4-6 Escala de Borg; Carga: 25 min; Densidad: 1:1; Modo: Banda, bicicleta
estatica, entrenamiento en campo.

e Fuerza muscular: Método: Piramidal; Intensidad: 3-4/10 Omni-Res; Carga: 20% 1RM;
Series: 3 series; Repeticiones: 10 repeticiones. Grupo muscular: Sesion 1 de la semana
miembros superiores, sesion 2 de la semana zona Core, sesion 3 de la semana miembros
inferiores.

e Flexibilidad y elasticidad: Método: estiramientos activos; Intensidad: 31-60 Perflex

Scale; Duracion: 10 — 20 segundos; Grupo muscular trabajado
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e Educacion en salud y promocion de la actividad fisica: Importancia de la actividad fisica

diaria en el EPOC.

Step 3 (Semana 5 y 6).

e Reeducacion respiratoria: Ejercicios de inspiracion y espiracion resistida.

e (Capacidad aerdbica: Método: Continuo, Intensidad: Zona de entrenamiento 3, 70 %
FCmax, 5-6/10 Escala de Borg, Carga: 25 min; Modo: Banda, bicicleta estatica,
entrenamiento en campo.

e Fuerza muscular: Método: Piramidal; Intensidad: 4-5/10 Omni-Res; Carga: 30% 1RM;
Series: 4 series; Repeticiones: 10 repeticiones. Flexibilidad y elasticidad: Método:
estiramientos activos; Intensidad: 31-60; Grupo muscular trabajado.

e Flexibilidad y elasticidad: Método: estiramientos activos; Intensidad: 31-60 Perflex
Scale; Duracion: 10 — 20 segundos; Grupo muscular trabajado

e Educacion en salud y promocion de la actividad fisica: Signos tempranos de exacerbacion

de la EPOC y plan de accion

Step 4 (Semana 7 y 8).

e Reeducacion respiratoria: Ejercicios de inspiracion y espiracion resistida con activacion
de extremidades superiores.

e (Capacidad aerdbica: Método: Continuo, Intensidad: Zona de entrenamiento 3, 75 %
FCmax, 6-7/10 Escala de Borg, Carga: 30 min; Modo: Banda, bicicleta estatica,
entrenamiento en campo.

e Fuerza muscular: Método: Piramidal; Intensidad: 5-6/10 Omni-Res; Carga: 40-50%
1RM; Series: 4 series; Repeticiones: 13 repeticiones. Grupo muscular: Sesion 1 de la
semana miembros superiores, sesion 2 de la semana zona Core, sesion 3 de la semana
miembros inferiores.

e Flexibilidad y elasticidad: Método: estiramientos activos; Intensidad: 31-60 Perflex
Scale; Duracion: 10 — 20 segundos; Grupo muscular trabajado.

e Educacion en salud y promocion de la actividad fisica: Uso y cuidado de dispositivos

respiratorios en casa.
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STEP 1

Semanaly2

Reeducacién Respiratoria

Ejercicios de inspiracién y
espiracién prolongada

STEP 2

Semana3y4

Reeducacién Respiratoria

Ejercicios de inspiracién y
espiracion resistida

Ejercicio de Endurance

Método: Intervélico; Intensidad: Zona
de entrenamiento 2, 60% FCmax, 4-
6/10 Escala Borg; Carga: 20min;
Densidad: 1:2; Modo: bicicleta estética
de ejercicio.

Ejercicio de Endurance

Método: Intervélico; Intensidad: Zona
de entrenamiento 2, 65% FCmax,
escala de 4-6/10 Borg; Carga: 25min;
Densidad: 1:1; Modo: cinta de correr

Ejercicio de Resistencia

Método: Piramidal; Intensidad: 4-5/10
Omni-Res; Carga: 30% RM; Series: 3
series; Repeticiones: 8 repeticiones

Ejercicio de Resistencia

Método: Piramidal; Intensidad: 5/10
Omni-Res; Carga: 30-40% RM; Series: 3
series; Repeticiones: 10 repeticiones

STEP 3

Semana5y6

Reeducacién Respiratoria

Ejercicios de inspiracion y
espiracion resistida

Ejercicio de Endurance

Método: Continuo, Intensidad: Zona de
entrenamiento 3, 70% FCmax, 6-7/10
Escala Borg, Carga: 30 min; Modalidad:
paseo por el campo

STEP 4

Semana7y8

Reeducacién Respiratoria

Ejercicios de inspiracién y
espiracion resistida con activacion
de extremidades superiores

Ejercicio de Endurance

Método: Continuo, Intensidad: Zona de
entrenamiento 3, 75% FCmax, 7/10
Escala Borg, Carga: 15 min; Modo:
entrenamiento de campo

Ejercicio de Resistencia

Método: Piramidal; Intensidad: 5-6/10
Omni-Res; Carga: 40-50% RM; Series: 4
series; Repeticiones: 13 repeticiones

Ejercicio de Resistencia

Método: Piramidal; Intensidad: 7/10
Omni-Res; Carga: 50-60% RM; Series: 4
series; Repeticiones: 15 repeticiones

Flexibilidad

Método: estiramiento activo;
Intensidad: 30 Escala Perflex; Carga: 10-
20 segundos; grupo muscular trabajado

Educacién en Salud

EPOC y cuidados
respiratorios en el hogar

Flexibilidad

Método: estiramiento activo;
Intensidad: 40 Escala Perflex; Carga: 10-
20 segundos; grupo muscular trabajado

Educacién en Salud

Importancia de la actividad fisica
diaria en la EPOC

Figura 7. Programa de ejercicio fisico 8-WVP.

Flexibilidad

Método: estiramiento activo;
Intensidad: 50 Escala Perflex; Carga: 10-
20 segundos; grupo muscular trabajado

Flexibilidad

Método: estiramiento activo;
Intensidad: 60 Escala Perflex; Carga: 10-
20 segundos; grupo muscular trabajado

Educacién en Salud

Uso y cuidado de aparatos
respiratorios en el hogar

Educacién en Salud

Primeros signos de exacerbacion
de la EPOC y plan de accién.
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3.6.2 Explicacion de la eleccion de los comparadores

El grupo CTRL realizo el mismo programa de ejercicios de 8-WVP que el grupo COPD, ya que
los propositos de la investigacion fueron determinar las respuestas moleculares y fisiologicas
diferenciales entre personas con y sin EPOC ante el esfuerzo fisico bajo condiciones de hipoxia
altitudinal. Los pacientes del grupo COPD fueron los nicos que recibieron las sesiones de
educacion en salud y promocion de la actividad fisica, dado que los temas se orientaron y

relacionaron con la EPOC.

3.6.3 Criterios para suspender o modificar las intervenciones

Los participantes del estudio tenian la posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento
de la investigacion. No ocurrieron eventos adversos durante la medicion ni la intervencion; no
obstante, si se hubieran presentado eventos adversos asociados a la intervencion o a las
mediciones, el estudio finalizaria y se analizarian los datos obtenidos hasta ese momento. Se
consideraron como criterios de suspension de la intervencion los siguientes sintomas: tos,
broncoespasmo, dolor toracico, mareo, cefalea y exacerbacion de los signos de dificultad

respiratoria tras finalizar el esfuerzo fisico.

Se plane¢ si posterior al programa de ejercicio fisico se producia una agudizacion no controlada

de los sintomas respiratorios, el manejo no farmacologico seria el siguiente:

e Iniciar oxigenoterapia hasta un nivel de SpO, >90%.

e Maniobras de retroalimentacion del ciclo respiratorio.

e Monitoreo constante del patron respiratorio y signos vitales.

e Acompafiamiento al centro de salud mas cercano.

e De ser necesario se iniciaria el tratamiento farmacologico respiratorio segin la dosis

médica para cada paciente segtn su formulacion médica personal.

3.6.4 Estrategias para mejorar la adherencia a la intervenciones

Como parte de la intervencion del programa 8-WVP, se desarrollaron sesiones y talleres de
educacion para la salud en temas de cuidados respiratorios y promocion de la actividad fisica
durante y después de la practica de ejercicio fisico, asi como temas asociados a los beneficios del
ejercicio fisico. Esta capacitacion educativa tuvo como objetivo promover la comprension de los

participantes del programa 8-WVP para mejorar su adherencia al estudio.
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3.6.5 Disposiciones para la atencion posterior a la intervencion

Se realiz6 un seguimiento telefonico a cada participante durante las 3 semanas posteriores a la
participacion en el estudio, con la finalidad de evaluar las complicaciones posteriores a la
intervencion o a las mediciones. No se presentaron complicaciones posteriores a la investigacion.
En las llamadas se continud con recomendaciones para la promocion de habitos de vida

saludables.

3.7 Variables de resultado

Los principales resultados de esta investigacion estaran relacionados con la expresion de la
proteina HIF-1a y su incidencia en la respuesta de la angiogénesis mediada por VEGF y la
eritropoyesis regulada por EPO. Los desenlaces secundarios estaran asociados con el desempefio
de la funcion pulmonar (medida por espirometria), el rendimiento fisico (medido por CPET y
dinamometria) y los cambios hematoldgicos posteriores al ejercicio fisico (medido por
hemograma completo sistematizado), funcionalidad (pruebas de aptitud fisica funcional), calidad

de vida (medida por cuestionario CAT) y disnea (medida con mMRC).

3.7.1 Resultados primarios
e Expresion de proteinas por ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Para el
analisis de las variables primarias HIF-1a, VEGF y EPO se tomaron 8 mL de sangre
venosa. La sangre se centrifugd a 2400g durante 10 minutos a 4°C para aislar el plasma,
el cual posteriormente se separd en alicuotas de 200 uL en microtubos Eppendorf y
posteriormente se almacenaron a -80°C en el Laboratorio de inmunologia celular de la
facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia hasta su analisis. La
cuantificacion de las proteinas HIF-1a (22), VEGF (23) y EPO (24) en plasma se realiz6
mediante la técnica molecular ELISA tipo sandwich, utilizando anticuerpos especificos
para inmovilizar las proteinas de estudio en placa para su posterior deteccion. Finalmente,
se realizd deteccion por quimioluminiscencia utilizando un espectrofotometro
SpectraMax ®MS5 (San José, EE. UU.). Se utilizaran los siguientes anticuerpos: (1) HIF-
la total humano/raton DuoSet — R&D Systems, (2) kit ELISA de quantikina VEGF
humano — R&D Systems, (3) eritropoyetina quantikina humana - R&D Systems
(Minneapolis, EE. UU.). Cada ELISA se desarroll6 segtin las instrucciones del fabricante.
3.7.2 Resultados secundarios
e Hemograma automatizado. La extraccion de sangre venosa se realizo a partir de una
muestra de sangre periférica mediante puncion venosa en la vena antecubital (misma
puncioén para la toma de muestras para ELISA). Previo al procedimiento se realizara un

torniquete y se utilizara una aguja calibre 21 en una jeringa hipodérmica de 10 cc. La
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sangre se recolectd con el sistema de recoleccion Vacutainer y la muestra se colocod en
tubos con 4acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Para cada participante, se
recolectaron 4 mL de sangre venosa para un hemograma automatizado realizado con en
el sistema de analisis de células sanguineas Mindray CAL 6000 (Shenzhen, China). Se
obtuvieron los siguientes parametros: recuento de reticulocitos, recuento de globulos
rojos (RBC), concentracion de hemoglobina ([Hb]), hematocrito (Hct), volumen
corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular media (MCH), concentraciéon de
hemoglobina corpuscular media (MCH).

Funcion pulmonar. Se evalué mediante espirometria forzada, empleando espirometro
COSMED microQuark PC (Roma, Italia) y utilizando el sistema operativo Omnia 2.0
COSMED (Roma, Italia). El procedimiento de ejecucion y analisis de los resultados se
realizod siguiendo las recomendaciones de la American Thoracic Society (ATS) y la
European Respiratory Society (ERS) (25). Se consideraron para el analisis el valor mas
alto de tres medidas satisfactorias. Los parametros que se analizaron son: Volumen
Espirado Forzado en el primer segundo (FEV1), Capacidad Vital Forzada (FVC),
Relacion FEV1/FVC, y cambios en FEV1 (AFEV1) y FVC (AFVC), La velocidad
maxima del flujo mesoespiratorio (FEF 25-75).

Prueba de esfuerzo cardiopulmonar (CPET). La prueba de ejercicio cardiopulmonar
(CPET) se realizo utilizando un cicloergémetro Velotron DynaFit Pro - RacerMate
(Seattle, EE. UU.) ajustado a la comodidad de los participantes. Se utilizo el sistema de
analisis de gases Cosmed Quark-B2 (Roma, Italia) para medir las variables resultantes de
la prueba cardiopulmonar. Todos los participantes ejecutaron un protocolo incremental,
respetando la tolerancia fisica de cada participante (26). El protocolo consisto en: (1) un
minuto de reposo en la bicicleta ergométrica, (2) dos minutos de calentamiento a 30 rpm
sin carga, (3) inicio de la prueba con un pedaleo a 60 rpm durante 2 minutos con una
carga de 30 Wy aumentando 15 W la carga cada 2 minutos hasta la fatiga, (4) dos minutos
de recuperacion activa, pedaleando sin carga a 40 rpm, (5) cuatro minutos de recuperacion
pasiva en posicion sentada. Se analizaron los siguientes parametros: consumo maximo de
oxigeno (VO,max), consumo pico de oxigeno (VOapico), produccién de dioxido de
carbono (VCO,), pulsioximetria (SpO-), ventilacion méaxima voluntaria (MVV), reserva
ventilatoria (VR) (calculada tras 1 minuto de ventilacion de ejercicio maxima:
VEpico/MVV), frecuencia cardiaca méaxima (FC max), frecuencia cardiaca de reserva
(HRR) (calculada como frecuencia cardiaca en el ejercicio maximo: FCpico/FCmax),

Equivalentes ventilatorios de O, y CO» (VE/VO,, VE/VCO:) (27).
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Fuerza muscular. La medicion de la fuerza muscular periférica se realiz6 mediante un
dinamometro digital (Saechan - modelo DHD-1, Seul, Corea) y realizando el test en el
miembro dominante. Se registraron tres repeticiones con 1 min de descanso entre ellas y
se consider6 el valor mas alto como valor final (28).

Nivel de actividad fisica. El nivel de actividad fisica se midi6 mediante un acelerometro
triaxial ActiGraph GT3X+ (Pensacola, EE. UU.) el cual registra la aceleracion con
variaciones de magnitudes de 0,05 a 2,5 g (g = 9,8 m/s?) (29) con un rango de frecuencia
de 0,25 a 2,5 Hz durante 60 s. El acelerometro se sujet6 a la cintura o cadera dominante
del participante mediante un cinturén. Se obtuvieron registros durante 7 dias, tomando
como medida eficiente 5 dias validos por lo que se excluy6 el primer y ultimo dia de
medida (30). Se tomaron como dia valido un periodo de uso continuo del acelerometro
con tiempo de 8 a 10 h. Para el analisis de los datos, se excluyeron los tiempos de no
registro, definidos como el periodo de 60 minutos de conteo 0, que es la evidencia de no
uso del dispositivo. Para definir el nivel de actividad fisica, se tomaron como resultados:
(1) METs/h, METs/dia y METs promedio, (2) gasto energético en kcal/h, kcal/dia y kcal
promedio, (3) numero de pasos por hora, nimero de pasos por dia y nimero medio de
pasos.

Aptitud fisica funcional. La evaluacion de la resistencia se determind a partir de la prueba
de caminata de 6 minutos (6MWT). La evaluacion de la resistencia muscular se desarrolld
a partir del Arm Curl Test y el Sit to Stand Test de 30 segundos (30secSTS). La
flexibilidad fue evaluada a partir del Back Scratch Test y el Chair Sit and Reach Test. La
medicion de la fuerza prensil se realizO mediante dinamometria utilizando el
dinamémetro digital (Saehan - modelo DHD-1, Setl, Corea). Se registraron tres
mediciones tomando como resultado valido el mayor desempefio de las tres mediciones.
Calidad de vida asociada a la salud y valoracion de la disnea. Para la evaluacion de la
calidad de vida se aplico el Test de Evaluacion de la EPOC (CAT). El test CAT es una
encuesta que determina la calidad de vida de la persona en relacion al impacto de la
enfermedad en el bienestar de los pacientes. Se utilizo la Escala de Disnea del Consejo
de Investigacion Médica Modificada (mMRC) para determinar el deterioro funcional
debido a la disnea atribuible a la EPOC segtin el GOLD.

Signos vitales. La saturacion de pulso (SpO:) se realizd mediante el dispositivo
OXYM4000 de Santa Medical Health Care Products (Estados Unidos). La determinacion
de la frecuencia respiratoria (RR) se determind a partir del registro metabdlico del
espirometro COSMED microQuark PC (Roma, Italia). La frecuencia cardiaca (FC) se

registro utilizando el mismo sistema COSMED y se control6 con la banda pectoral Polar
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H10 (Polar Electro Oy, Kempele, Finlandia). La presion arterial se determin6 utilizando

el Esfigmomanometro Prestige Medical - 882-COM-BLK (Estados Unidos).

3.8 Cronologia de los procedimientos

El procedimiento desarrollado en esta investigacion se presenta a continuacion (Figura 8):

e Dia 0: Seleccion: Reclutamiento de bola de nieve.

e Dia 1. Determinacion del estado de salud: (1) estado de salud cardiovascular con
electrocardiograma, (2) identificacion de comorbilidades neurologicas o musculo-
esqueléticas, (3) llenado de la historia clinica de la investigacion, y (4) firma de
consentimiento informado.

e Dia 2. Evaluacion del rendimiento fisico: (1) funcion pulmonar por espirometria, (2)
medicion de la resistencia cardiopulmonar por CPET, (3) evaluacion de la fuerza
muscular en extremidades mediante dinamometria, (4) hemograma sistematizado, 5.
determinacion ELISA y 6. evaluacion de la calidad de vida con el cuestionario CAT en
personas con EPOC.

e Dia 3 al dia 27. Cada participante seguira el programa 8-WVP en casa.

e Dia 28 y 29. Reevaluacion del rendimiento fisico a través de las mismas pruebas y
protocolos desarrollados el dia 02 y evaluacion de alta.

e Dia 30. Socializacion de los resultados a participantes e interesados.
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Enrolamiento Visita domiciliar '-

(Evaluacién Inicial)

Completa las Intervencién domicilar

Llamada telefénica y registro evaluaciénes (8 semanas — 24 sesiones)

de Matriz 1.

Cumplimiento

criterios
secundarios

Completa el
programa de

|
Visita domicilar .
Evaluacién =
(C. Informado — Acelerometria) (BR, BE, BP) ejercicio fisico

Acelerometria
Ergoespirometria
Espirometria
Dinamometria

Cumplimiento
criterios

iniciales

Bajo nivel de 6MWT )
;ctividad Pruebas de campo Evaluacién Completa las
fisi (AR, AE, AP) medidas
B Acelerometria finales

Ergoespirometria
Espirometria
Dinamometria
6MWT
l Pruebas de campo

$ Reporte
médico Publicaciéon de
favorable resultados

Evaluacién médica

Y
| Fin de la investigacién i

Figura 8. Cronologia de evaluacion e intervenciones. A: Después de la intervencion, B: Antes de la intervencion; E: ejercicio, 30 minutos después de finalizar la CPET; P:

post-ejercicio, 24 horas después de CPET; R: reposo, 1 hora antes de la CPET.
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3.9 Recopilacion y gestion de datos

3.9.1 Planes de evaluacion y recopilacion de resultados

Los datos de los participantes se obtuvieron a partir de la entrevista inicial y evaluacion médica. Los
datos fueron recopilados en un formulario de Historia Clinica creado para esta investigacion (Anexo
3). Las mediciones se realizaron en el Laboratorio de Fisiologia del Ejercicio de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y los analisis moleculares se realizaron en el

Laboratorio de Investigacion Basica en Bioquimica de la Universidad Nacional de Colombia.

3.9.2 Gestion de datos

Los datos fueron tratados por los investigadores para proteger la identidad de cada participante
mediante el uso de codigos asignados aleatoriamente mediante utilizando el software Oxford
Minimization and Randomization (OXMar), el cual es un sistema eficaz de aleatorizacion,

ocultacion y minimizacion para estudios clinicos con una adaptacion al idioma espaiiol (36).

La informacion digital resultante de la investigacion fue almacenada por el investigador principal en
dos memorias USB y se guardaran durante 2 afios después del final de la investigacion. Cada uno de
los documentos estara protegido mediante la técnica de cifrado con clave secreta, la cual es de

conocimiento exclusivo del investigador principal.

Para garantizar la calidad de la informacion en los formatos fisicos, se realizaron auditorias para
revisar la correccion de los formularios diligenciados. Para este procedimiento se construiran dos
matrices de datos por separado en el software Epidata version 3.1. Adicionalmente, se realizaron una
validacion de los datos para corregir errores de digitacion empleando el subprograma "Validar" del
software Epidata version 3.1. En la construccion de las matrices de datos se utilizaron el subprograma
“Check” de Epidata version 3.1 para restringir la captura de datos y asi reducir errores de digitacion

o codificacion.

Los formularios de consentimiento informado firmados se archivaronn en una carpeta AZ y se
mantendran en un cajon cerrado con llave en el laboratorio de fisiologia del ejercicio de la UNAL.
Los investigadores de ninguna manera revelaran los datos de los participantes a ninguna fuente. Los

datos obtenidos seran utilizados exclusivamente con fines académicos y de investigacion.

3.10 Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo de las caracteristicas de la poblacion estudiada y las variables en escala

de medicion cualitativa se tomaron como frecuencias proporciones. Las variables continuas se



74 RESPUESTAS AL EJERCICIO FiSICO MEDIADAS POR HIF-1 EN PACIENTES
CON EPOC RESIDENTES A 2600 m.s.n.m

describieron con medidas de tendencia central (media y mediana) y de dispersion (desviacion
estandar, rango intercuartilico) de acuerdo a si presentan o no distribuciéon normal segun métodos

graficos (histogramas, de dispersion, entre otros) y numéricos (Shapiro-Wilk).

Para realizar la comparacion de los grupos se realizaron pruebas paramétricas y no paramétricas de
acuerdo con la verificacion de criterios a priori. Para las comparaciones entre proporciones se
realizaron Chi-cuadrado o exacta de Fischer, para la comparacion de variables continuas entre los

tres grupos se utilizaron pruebas de ANOVA.

Como método longitudinal se realizo un analisis de medidas repetidas para datos correlacionados.
Para cada una de las variables de resultado continuas se realizo el analisis con modelos de efectos
fijos (marginales). La evaluacion del supuesto de distribucion normal de las variables se ejecutd

mediante métodos graficos (histogramas, diagramas de caja y graficos Q-Q).

En el modelo de analisis estadistico se incluyeron como covariables y la exposicion principal
haciendo referencia al grupo que pertenece. El tiempo se tomd como una variable continua segin
los minutos entre cada una de las mediciones, para lo cual se evalu¢ linealidad del mismo y sus
interacciones con las covariables de interés, en caso de no cumplir con este supuesto se categorizo
con base en las mediciones realizadas, considerando como referencia la medicion basal y se realizo
la evaluacion de posibles términos de interaccion. Para las variables con distribucion normal, se
utilizo el modelo restrictivo de maxima verosimilitud (REML) para seleccionar la mejor matriz de
correlacion; posteriormente, para seleccionar las covariables a mantener en el modelo, se uso la
estimacion de maxima verosimilitud (MLE). La seleccion del mejor modelo se baso en el valor mas
bajo del criterio de informacion de Akaike (AIC) y del criterio de evaluacion bayesiana (BIC)
después de haber evaluado de las interacciones y los términos no lineales. Para los modelos
condicionales se utilizaron modelos con intercepto y pendientes. Con lo anterior fue posible evaluar
los efectos tanto intra y entre grupos con un modelo mas robusto para analizar las medidas de

resultado y controlar por posibles variables confusoras.
3.11 Supervision y seguimiento
3.11.1 Grupos participantes

Esta investigacion se realizo, coordind y controld por el grupo de Adaptaciones a la Hipoxia y el
Ejercicio de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia. Los perfiles de

investigadores vinculados en esta investigacion fueron:
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e Investigador principal: realizé las mediciones e intervenciones de todos los participantes
vinculados al estudio, desarroll6 el analisis de datos y realizo la redaccion del informe final.

e Director y Codirector del estudio: realizaron la orientacion de aspectos conceptuales y
aspectos logisticos para el desarrollo de las pruebas. De igual manera, orientaron los aspectos
practicos relacionados con la ejecucion de las mediciones iniciales y finales.

e  Grupo médico del estudio: acompaiiaron en el proceso de evaluacion de la aptitud fisica de
los participantes, informaron sobre el estado de salud de los participantes durante las
mediciones.

3.11.2 Juicios de auditoria del proyecto

Se constituyd un comité de expertos para la evaluacion inicial de este estudio. Este comité estuvo
compuesto por: un médico de la Universidad Federal de Sdo Paulo - Brasil), un médico de la
Universidad de la Sabana — Colombia, un bidlogo molecular de la Universidad Nacional de
Colombia (Certificado 16 Mar 2021 - Direccion Curricular de Biologia). Estos expertos decidieron
que el estudio cumplia con los criterios de seguridad y coherencia metodologica para la
investigacion. Por otro lado, se realiz6 cada 4 meses una auditoria de los avances de la investigacion

por el director del grupo de investigacion al que estd adscrito este proyecto.

3.12 Aspectos éticos

3.12.1 Aprobacion de la ética de la investigacion

Esta investigacion se realizo siguiendo los principios de la Declaracion de Helsinki y fue avalada
por el comité¢ de ética institucional de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia, otorgado el 7 de diciembre de 2020 y registrado en el acta 14-2020 (acreditacion del
comité de ética, resolucion N° 023 DE 2020, acto 08 del 16/04/2020). Adicionalmente, cuenta con
la aprobacion del comité de investigacion en el cual 3 pares revisores (un neumologo, un médico
experto en deporte y un bidlogo molecular) determinaron la pertinencia y rigor cientifico del
protocolo (acto 015 de 20 de mayo de 2021 - Resolucion de Consejo 0310). Asi mismo, este
protocolo contd con registro previo en Clinical Trials y en la World Health Organization Bajo el

namero NCT04955977.

3.12.2 Consentimiento informado

Todos los participantes que cumplieron con los criterios de elegibilidad y que participaron en alguna
o todas las fases de la investigacion firmaron voluntariamente el consentimiento informado (Anexo

4).
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3.12.3 Confidencialidad

Durante el desarrollo y al término de esta investigacion, se protegeran los datos personales de todos
los participantes. Los datos recogidos seran tratados exclusivamente por el investigador principal

mediante codificacion alfanumérica para cada uno de los participantes.

3.13 Financiamiento

Esta investigacion fue financiada por la Universidad Nacional de Colombia — Sede Bogot4, a través
de la “Convocatoria para el apoyo a proyectos de investigacion y creacion artistica de la sede

Bogota de la Universidad Nacional de Colombia - 2019, codigo HERMES, 47970).
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4. Capitulo 4. Informe de produccion cientifica

La PhD Erica Mancera Soto y el PhD Edgar Cristancho Mejia, como directores de la tesis doctoral

presentada por Msc Wilder Villamil Parra, hacen constar que el doctorando lidero, estructur6 y

ejecutd activamente cada una de las fases de esta investigacion, el doctorando analizé los

resultados obtenidos y realiz6 varios articulos cientificos los cuales forman parte de esta memoria.

Asimismo, el doctorando ha presentado un papel protagonista en la divulgacion de la metodologia

y los avances de esta investigacion en diversos congresos, reuniones cientificas y otras actividades

de divulgacion social del conocimiento.

Los detalles de los articulos y actividades de apropiacion social del conocimiento se presentan a

continuacion:

3.14 Articulos cientificos aceptados

1. Titulo del articulo: Factor 1 Inducible por Hipoxia y Enfermedad Pulmonar Obstructiva

Cronica: respuestas epigenéticas al ejercicio fisico. Revision sistematica.

Revista: Fisioterapia

ISSN: 0211-5638

Editorial: Elsevier

Participacion del doctorando: disefio experimental, obtencion vy
valoracion, redaccion del documento y aprobacion final.

DOI: 10.1016/j.£t.2021.10.002

2. Titulo del articulo: Effects of a physical exercise program on HIF-la in people with

chronic obstructive pulmonary disease living at high altitude: study protocol for a clinical

trial.

Revista: TRIALS

ISSN: 1745-6215

Editorial: BioMed Central (BMC)

Participacion del doctorando: disefio experimental, obtencion vy

valoracion, redaccion del documento y aprobacion final.
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DOI: 10.1016/5.£t.2021.10.002

3.15 Articulos cientificos en revision editorial

3. Titulo del articulo: Cardiopulmonary exercise test in Chronic Obstructive Pulmonary

Disease at high altitude.

Revista: Physiotherapy Research International

ISSN: 2590-0412

Editorial: Willey

Participacion del doctorando: disefio experimental, obtencion vy
valoracion, redaccion del documento

Estado: en evaluacion por jurados

4. Titulo del articulo: Effects of a program of physical exercise on cardiopulmonary function

and HIF-1a signaling pathway, in patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease

residing at high altitudes.

Revista: Annals of Physical and Rehabilitation Medicine

ISSN: 0954-6111

Editorial: Sience Direct

Participacion del doctorando: disefio experimental, obtencion y
valoracion, redaccion del documento

Estado: en evaluacion por jurados

5. Titulo del articulo: Effect of an 8-week physical exercise program on functional physical

fitness and quality of life in elderly people with and without Chronic Obstructive

Pulmonary Disease residing at high altitude.

Revista: European Geriatrics Medicine

ISSN: 1878-7657

Editorial: Spriner

Participacion del doctorando: analisis de los resultados, obtencion y
valoracion, redaccion del documento

Estado: en evaluacion por jurados
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a. Actividades de apropiacion social del conocimiento

1. Ponencia aceptada. V Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular 2023.

Fecha: 8-10.11.2023. Titulo:

Cambios de la eritropoyetina (EPO) y el factor de crecimiento vascular pulmonar
(VEGF) y su relacion con la aptitud fisica en enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (EPOC) posterior al programa de ejercicio 8-WVP.

2. Ponencia aceptada. XX VII Seminario Internacional del cuidado 2023.

Fecha: 19-20.10.2023. Titulo:

Cambios de la eritropoyetina (EPO) y el factor de crecimiento vascular pulmonar
(VEGF) y su relacion con la aptitud fisica en enfermedad pulmonar obstructiva

cronica (EPOC) posterior al programa de ejercicio 8-WVP.

3. Poster aceptado. V Congreso Colombiano de Bioquimica y Biologia Molecular 2023.
Fecha: 8-10.11.2023. Titulo:

Efectos del programa de ejercicio 8-WVP sobre el Factor 1-alfa inducible por
hipoxia (hif-la) en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) residentes en gran altitud.

4. Ponencia realizada. 56° Congreso Nacional Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia

Toracica (SEPAR) 2023. Fecha: 8-10.06.2023. Titulo:

Respuestas cardiopulmonares y metabolicas en pacientes con EPOC sedentarios
bajo 2 estimulos hipoxicos: altitud y esfuerzo fisico
5. Ponencia realizada. 56° Congreso Nacional Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia

Toracica (SEPAR) 2023. Fecha: 8-10.06.2023. Titulo:

Efectos de un programa de ejercicio fisico sobre la respuesta del HIF-1a en y su
relacion sobre el rendimiento fisico en personas con EPOC residentes a gran

altitud: protocolo para un ensayo clinico

6. Ponencia realizada. 2° Simposio Cochrane Colombia: avances en sintesis de evidencia

para la toma de decisiones (COCHRANE). Fecha: 2-3.06.2022. Titulo:

Factor 1 Inducible por hipoxia y Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica,

respuestas epigenéticas al ejercicio fisico. Revision sistematica.

7. Ponencia realizada. 2° Simposio Cochrane Colombia: avances en sintesis de evidencia

para la toma de decisiones (COCHRANE). Fecha: 2-3.06.2022. Titulo:
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Comportamiento del HIF-1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva

Croénica expuestos a un programa de ejercicio fisico.

8. Articulo periodistico. Agencia de noticias UNAL. Fecha: 26.01.2022. Link:

http://agenciadenoticias.unal.edu.co/detalle/ejercicio-fisico-el-mejor-aliado-de-

personas-con-cpoc

Titulo: Ejercicio fisico, el mejor aliado de personas con EPOC
9. Contenido virtual. SaludUNALcontigo. Universidad Nacional de Colombia. Fecha:
01.06.2021. Link: https://www.youtube.com/watch?v=p-CbVSsqGG0

Titulo: EPOC y ejercicio fisico: de lo molecular al bienestar
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5. Capitulo 5. Resultados

Los resultados obtenidos en esta investigacion se organizaron en tres secciones. Cada una de ellas
responde a los objetivos planteados en esta investigacion y a las publicaciones realizadas o
articulos sometidos. En consecuencia, las secciones son presentadas en formato de articulos de

resultados de investigacion.

La primera seccion esta dirigida a la presentacion del desarrollo, disefio y ejecucion del test de
gjercicio cardiopulmonar (CPET) que se aplico en los pacientes con EPOC residentes a gran
altitud. Teniendo en cuenta que la hipoxia altitudinal genera cambios en las respuestas fisiologicas
al esfuerzo fisico, se consider6 como un paso fundamental ajustar el protocolo de CPET para
pacientes con EPOC, teniendo en cuenta que adicional a la enfermedad y al bajo nivel de actividad
fisica, los sujetos de esta investigacion estan expuestos a >2500m. De esta manera, se realizo el
ajuste de la CPET tanto para conocer la real aptitud fisica de los participantes, como para tener

datos confiables para la planeacion y aplicacion del programa de intervencion.

En la segunda seccion se presentan los resultados relacionados con los niveles plasmaticos de
HIF-1a, EPO y VEGF antes y después de la aplicacion del programa de intervencion planteado
para esta investigacion. Consecuentemente, se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion
de la funcion pulmonar medida por espirometria, respuesta hematologica de la linea roja tomada
a partir de resultados de hemogramas y rendimiento fisico maximo medidos por CPET segun el
protocolo incremental presentado en la seccion 1. Finalmente, se muestran las correlaciones entre
los niveles de HIF-1a y la promocion de angiogénesis y eritropoyesis, asi como, la relacion con

las pruebas de funcion pulmonar y rendimiento fisico.

La tercera y ultima seccion de resultados relacionan la aptitud fisica funcional, la calidad de vida
asociada a la salud y la disnea de personas con EPOC en comparacion a sujetos sanos con las
mismas condiciones ambientales. Finalmente, reportamos los efectos del programa de ejercicio

fisico y comparamos los resultados intra e inter grupo.
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5.1 Seccion 1. Prueba de esfuerzo cardiopulmonar en EPOC

a gran altitud.

Introduccion

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) genera limitaciones funcionales como
consecuencia de la disnea incluso a los esfuerzos leves, perjudicando la funcionalidad y la calidad
de vida de la persona. Investigaciones y organizaciones como la Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease GOLD (1), establecen como recomendacion fundamental la vinculacion de los
pacientes con EPOC a programas de rehabilitacion pulmonar basados en ejercicio fisico prescrito
y controlado a partir de la dosificacion de cargas e intensidades de entrenamiento Optimas
individualizadas, teniendo en cuenta las condiciones cardiacas, respiratorias, metabolicas y

musculares de estos pacientes (2).

Es bien conocido que la prescripcion de ejercicio fisico en pacientes con EPOC requiere una
evaluacion de la condicion fisica maxima para controlar los volumenes, intensidades y frecuencia
de entrenamiento en base al conocimiento de los umbrales méaximos alcanzados por los pacientes
(3). La hipoxia altitudinal con baja presion parcial de oxigeno (PO:) genera un empeoramiento de
la funcién fisica a partir de la agudizacion de signos de dificultad respiratoria, mayor disnea y
deterioro clinico en personas con EPOC; por tanto, la prueba de ejercicio cardiopulmonar (siglas
en inglés CPET) para pacientes con EPOC residentes a gran altitud debe ajustarse tanto a las
condiciones cardiorrespiratorias, musculares y metabolicas de cada paciente, como a las

condiciones ambientales como la hipoxia altitudinal.

El desarrollo de CPET no ajustadas a las condiciones clinicas y contextuales de los pacientes
puede llevar a generar sesgos en los resultados finales de la prueba, generando tanto un riesgo
para la salud de la personas, como una afectacion en la prescripcion del ejercicio por sobrecargas
o bajas cargas de entrenamiento (4); en consecuencia, es fundamental el desarrollo de CPET
ajustadas tanto a la enfermedad a la hipoxia altitudinal, y mas aun reconociendo que alrededor del

10% de los casos de EPOC conocidos en el mundo se encuentran en altura (5).

A continuacién, se describe el estudio piloto realizado para ajustar la CPET para pacientes con
EPOC residentes a gran altitud. Se presenta un caso clinico de una persona con EPOC residente

a> 2500 m, expuesta a tres protocolos diferentes de CPET hasta alcanzar los umbrales maximos.
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Descripcion y métodos

Mujer de 66 afios, con diagnostico médico confirmado de EPOC GOLD-1 sin agudizacion de
sintomas cardiorrespiratorios durante las 6 semanas previas a las mediciones, con historial de
consumo de cigarrillos desde hace 43 afios y con un indice tabacalero/afio de 38, actualmente no
fumadora. Presenta antecedentes de hipotiroidismo controlado farmacoldgicamente
(Levotiroxina 150mg/dia) y diabetes tipo II (Metformina 500mg/dia).Durante la evaluacion
médica no se encontraron comorbilidades o limitaciones funcionales que impidieran el desarrollo

de evaluacion de la aptitud fisica maxima por medio de CPET.

La paciente presentd desaturacion arterial en reposo (SpO. 84%) sin requerimiento de
oxigenoterapia y sin signos de dificultad respiratoria (Tabla 5). Durante el examen y a la
evaluacion de la calidad de vida asociada al impacto de los sintomas de la EPOC medida por el
cuestionario CAT (CAT, 2009) refiere una puntuacion de 12/40, lo cual, presenta un impacto
medio en la calidad de vida. Consecuentemente, se evaluoé la disnea durante la ejecucion de
actividades de la vida presentando una puntuacion de 3/4 medida por la escala de disnea del
Consejo de Investigacion Médica (mMRC, 1959). A la medicion del nivel de actividad fisica
medido por acelerometria Triaxial triaxial con Triaxial ActiGraph GT3X+ (Pensacola, USA) y
un tiempo de medicion de 7 dias, se encontrd bajo nivel de actividad fisica con un reporte deo

1,2 MET/hora y >3000 pasos/dia.

Teniendo en cuenta el grado de estratificacion de la enfermedad y las condiciones clinicas de la
paciente se ejecutd el protocolo CPET presentado por Schneider et al., 2019(6), el cual es esta
planteado para personas con EPOC con estratificacion GOLD 1 (FEV1 >80% del valor esperado),

el cual es aplicado rutinariamente en los programas de rehabilitacion pulmonar.

La ejecucion de la primera medicion (M1) se logré de acuerdo a lo postulado por Schneider et al.,
2019. En la Tabla 1 se presentan las especificaciones del protocolo aplicado inicialmente. Para su
ejecucion se utilizo el cicloergometro Velotron DynaFit Pro-RacerMate (Seattle, EE. UU.) y el

sistema de andlisis de gases Cosmed Quark-B2 (Roma, Italia).

Después de realizar la medicion M1 segtn los lineamientos del protocolo de (Schneider et al.,
2019)(6), se encontrdé que la prueba no cumplié con el tiempo minimo requerido segun la
American Thoracic Society (ATS)(7); puntualmente en: duracion recomendada de la prueba de
esfuerzo, logro de la Frecuencia cardiaca maxima (FCmax) teérica y registro de cociente
respiratorio (siglas en inglés QR) superior a 1,15 durante la prueba. Por ello, se definieron dos

nuevas medidas (M2 y M3) ajustando las cargas de trabajo (Wats), la velocidad de pedaleo (rpm)
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y tiempos de cada fase (como se muestra en la Tabla 5), hasta alcanzar los criterios ATS para

reconocer los valores maximos del paciente.

Cada momento de medicion se realizo en el mismo sujeto con una diferencia de 2 semanas,
manteniendo las mismas condiciones ambientales (dia, hora y temperatura), y metodolédgicas de
medicion (locacion, equipos y grupo interdisciplinar de evaluacion). Se decidié determinar un
tiempo de 2 semanas con la finalidad de evitar sesgos de los resultados debido a la fatiga

acumulada. En todos los momentos de mediciones se mantuvieron los criterios ATS.

Se tomaron en cuenta como variables de resultado maximo del CPET las siguientes variables:
duracion de la prueba (tiempo en minutos), consumo pico de oxigeno (VOzpico en mL/kg/min),
cociente respiratorio (RQ), frecuencia cardiaca maxima al final del CPET (Siglas en inglés HR),
frecuencias cardiacas de recuperacion a 1, 3 y 5 minutos después de finalizar la prueba (HR 1
min, HR 3 min, HR 5 min), equivalentes de O, ventilatorio (VE/VO), y volumen de oxigeno

consumido de O, (VO2) y volumen producido de CO, (VCO,).

Esta investigacion se desarroll6 siguiendo los principios de investigacion de la declaracion de
Helsinki. Asi mismo, se contd con el aval del comité de ética de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia (12.07.2020 acta 14-2020). Consecuentemente, la
participante firmo un consentimiento informado aceptando su participacion, el registro de la

informacion y la publicacion de los resultados.
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Tabla S. Informacion del paciente y protocolos CPET
Caracteristicas del paciente CPET protocolos
Sexo Mujer Lineia.(,le Fase Tiempo (min) Carga (W) Velocidad(rpm)
medicion

Edad (aios) 66 Reposo 2 0 0
Talla (cm) 160 M1 Calentamiento 3 0 60
Peso (kg) 87.5 (Schneider Carga inicial 2 25 60
IMC (kg-m?) 33.6 etal., Incremento cargar Cada 3 25 60

Nivel de actividad fisica 2019) Recuperacion activa 2 10 30
METs/hora 1.04 Recuperacion pasiva 2 No especifica
Pasos/dia 2037 Fase Tiempo (min) Carga (W) Velocidad(rpm)

Funciéon pulmonar Reposo 2 0 0
FVC (L) 24 Calentamiento 3 15 15
FEVI (L) 2.1 M2 Carga inicial 2 20 40
FEV1/FVC (%) 65.5 Incremento cargar Cada 2 10 60
PEF (L/S) 5.7 Recuperacion activa 2 10 30
Otros Recuperacion pasiva 2 No especifica
mMRC 3/4 Fase Tiempo (min) Carga (W) Velocidad(rpm)
CAT 17 Reposo 1 0 0
Signos vitales de base Calentamiento 2 0 30
SpO2 (%) 84 M3 Carga inicial 2 30 60
HR (Ipm) 87 Incremento cargar Cada 2 15 60
TA (mmHg) 120/86 Recuperacion activa 2 0 40
Sentado, sin pedalear y
BF (breaths/min) 16 Recuperacion pasiva 5 cuantificando la FC tras 1, 3 y
5 min

BF: siglas inglés frecuencia respiratoria, IMC: indice de masa corporal, CAT: prueba de
evaluacion de la EPOC, FEF': flujo espiratorio medio, FEV1: volumen espiratorio forzado en 1

s, FVC: capacidad vital forzada, FEV1/ FVC: volumen espiratorio forzado en 1 s/capacidad

vital forzada, m: minutos, mMRC: escala de disnea del Medical Research Council, HR:

frecuencia cardiaca, MET: equivalentes metabolicos, M1: primera medicion, M2: segunda

medicion, M3: tercera medicion ,PEF: flujo espiratorio maximo, rpm: revoluciones por minuto,

SpO2: pulso saturacion de oxigeno, TA: presion arterial.
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Resultados

En el primer protocolo (M1), se registro una HR 19 % mas alta, una frecuencia respiratoria 31 %
mas alta y un RQ 5 % mas bajo en un tiempo de prueba mas corto (6 min), que los resultados
presentados por (Schneider et al., 2019)(6). El tiempo en la prueba no cumplié con los
requerimientos basicos de CPET, dado que segun la ATS(7), una prueba CPET exitosa debe durar

al menos de 8 a 12 minutos, con RQ informados superiores a 1,10 (Figura 9a, 9b).

En el segundo protocolo (M2), se disminuyo el tiempo de calentamiento para evitar la fatiga,
reducimos la carga inicial a 20 W y propusimos aumentos de 10 W cada 2 minutos a 40 rpm.
Todo esto se hizo con el fin de optimizar el tiempo de prueba y los valores de HR, RQ y VOspico
de acuerdo con las recomendaciones de ATS. No obstante, encontramos que, aunque el tiempo
de prueba aument6 en un 35 %, el RQ, el VO,pico y la HR fueron mas bajos que en M1 (Figura
9a, 9b). Para el tercer protocolo (M3) los ajustes fueron: 1. Reducir la velocidad de calentamiento
manteniendo el mismo tiempo de duracion de esta fase, 2. Aumentar la velocidad inicial de
pedaleo en un 35%, 3. Incrementar 15 W cada 2 min hasta la fatiga, 4. Incrementar 35% los rpm

en cada fase.

Después de este protocolo encontramos que la paciente realizé un tiempo de prueba 6ptimo que
cumple con los requerimientos de la ATS; asi mismo, se presenté una HR final 16% superior a
las pruebas anteriores. Por otro lado, se registro un RQ maximo de 1,16, el cual fue un 9% superior
al registrado en M1, se incrementé en 16% el VOapico registrado, y se presentd un aumento en
los niveles de respuesta ventilatoria (Figura 9d-f). Finalmente, consideramos importante
especificar los criterios de la fase de recuperacion a la hora de ajustar el protocolo, ya que las

publicaciones consultadas no especifican aspectos especificos de esta fase.
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Figura 9. Resultados de la prueba de ejercicio cardiopulmonar CPET. Bpm. latidos por minuto, CPET: minutos en
prueba de esfuerzo cardiopulmonar, HR: frecuencia cardiaca, M1: Primera medicion, M2: Segunda medicion, M3:
Tercera medicion, RQ: cociente respiratorio, VOspico: pico de consumo de oxigeno.
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Discusion

Basado en los resultados preliminares derivados del caso aqui reportado, el protocolo
estandarizado M1 propuesto para pacientes con EPOC GOLD1 (6) no es el mejor CPET para
pacientes que residen en grande altitudes. En estos pacientes, la disnea se incrementa
considerablemente frente a esfuerzo fisicos incluso a esfuerzos leves; lo cual consideramos esta
relacionado con los efectos de la hipoxia ambiental (PO, baja) sobre la funcion cardiorrespiratoria

de estos pacientes.

Los resultados encontrados en este caso nos llevan a pensar que un protocolo CPET para personas
con EPOC expuestas a gran altura podria ser el protocolo incremental que se ejecutd en M3, que
consiste en: un minuto de medicion en reposo en cicloergémetro, dos minutos de calentamiento
a 30 rpm sin carga, inicio de la prueba con un pedaleo a 60 rpm durante 2 minutos con una carga
de 30 W y aumentando la carga en 15 W cada 2 minutos hasta el cansancio, dos minutos de
recuperacion activa, pedaleo sin carga a 40 rpm, y cuatro minutos de recuperaciéon pasiva en

posicion sentada.

La disminucion de la tolerancia a la fatiga y el rendimiento de CPET en personas con EPOC en
grandes altitudes puede estar relacionada con los efectos de la hipoxia hipobarica sobre el
aumento del broncoespasmo y la respuesta inflamatoria aguda (8), la disminucion de la eficiencia
de los musculos ventilatorios (9), el aumento del espacio muerto fisiologico y la exacerbacion de
la hipertension pulmonar (10).Teniendo en cuenta que los ambientes de baja PO, exacerban la
condicion clinica de las personas con EPOC, es recomendable ajustar los protocolos de CPET
para ambientes de gran altitud. Se puede considerar que una prueba CPET que no se ajuste a las
condiciones ambientales puede llevar a resultados sesgados en cuanto a la condicion fisica de las
personas; lo que afectaria a los programas de rehabilitacion pulmonar basados en ejercicio fisico

prescrito (4).
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5.2 Seccion 2. HIF-lo, EPO, VEGF y funcion
cardiopulmonar en pacientes con EPOC residentes en

altas altitudes

Introduccion

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) es la enfermedad respiratoria cronica con
mayor mortalidad en el mundo, registrando 2,93 millones de muertes en 2016 (1). Los sintomas
clinicos tipicos son disnea, tos, expectoracion excesiva, alteracion del suefio, deterioro funcional
y mala calidad de vida (2), sintomas que se incrementan con la contaminacion del aire, los
antecedentes de infecciones respiratorias y la altitud (3). Aspectos como la hipoxia cronica
causada por los dafios de la arquitectura alveolar propias de la EPOC y la hipoxia crénica
intermitente asociada a las exacerbacion de sintomas respiratorios, incrementan el detrimento del
rendimiento fisico de los pacientes con EPOC (4-6). Adicionalmente, en la EPOC se presenta un
detrimento de la salud frente a la exposicion a hipoxia altitudinal por agudizacion de hipertension
pulmonar, disminucién de la saturacion de oxigeno, aumento del trabajo respiratorio y

agudizacion de alteraciones cardiovasculares propios de la enfermedad (7).

Los estudios realizados por Kaelin, Ratcliffe y Semenza, quienes ganaron el Premio Nobel de
Fisiologia o Medicina en 2019, determinaron que la hipoxia induce cambios fisiologicos con el
fin de mantener la eficiencia celular en condiciones de estrés oxidativo, aspectos regulados por el
Factor 1 Inducible por Hipoxia (HIF-1) (8-10). El HIf-1es considerad como el mecanismo central
de respuesta celular ante condiciones a bajas PO», puesto que actiia como el principal factor de
transcripcion para promover la homeostasis celular ante la hipoxia partir de la regulacion de la

expresion o silenciamiento de genes sensibles a O (8,11).

El conocimiento de la actividad del Factor 1 Inducible por Hipoxia — sub unidad alfa (HIF-1a) ha
llevado al desarrollo de investigaciones en torno a sus efectos sobre las respuestas ventilatorias,
respiratorias, metabolicas, vasculares y hormonales en sujetos sanos a diferentes altitudes,
personas deportistas e inclusos condiciones patologicas como enfermedades isquémicas, cancer,

enfermedades renales, cardiopatias y los desoérdenes metabolicos, entre otros (12,13).

Es bien conocido como el HIF-1a afecta a multiples mecanismos fisiopatologicos en la EPOC
descompensada (14—16), presentando una estrecha relacion con la respuesta inflamatoria de la via

acrea, la inflamacion croénica del parénquima pulmonar (17,18), y la regeneracion vascular (19).
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No obstante, se ha propuesto que la accion de HIF-1a en pacientes con EPOC puede estar asociada

con cambios en la angiogénesis muscular y la eritropoyesis (20,21).

Mounier et al.(22), reportaron que la angiogénesis en tejido muscular puede ser consecuencia de
la accion de HIF-1a sobre la transcripcion y transduccion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF). Este hallazgo fue validado por Gustafsson et al. (23) y Lundby et al. (24),
quienes establecieron que en el tejido muscular de personas con EPOC severa y que
adicionalmente presentan sedentarismo, podria existir una correlacion entre niveles elevados de
HIF-1a y cambios en la transcripcion y sintesis de VEGF, provocando una disminucion de la
angiogénesis en el tejido muscular y por lo tanto un deterioro en el rendimiento de los musculos

periféricos (25).

Se ha determinado que la EPOC por ser una enfermedad hipdxemica cronica con respuestas
inflamatorias sostenidas se asocia a una disminucion en la eficiencia de transporte de O, a nivel
tisular como resultado de la alteracion en los ciclos eritropoyéticos secundarios a los cambios en
la actividad de HIF-1a en la transcripcion y transduccion de genes activadores de la eritropoyesis

como la Eritropoyetina (EPO) (6)(29).

Estudios en EPOC han demostrado que estas personas tipicamente pueden cursar con alteraciones
hematoldgicas relacionadas con la inflamacion cronica, incluso, se ha determinado que en la
EPOC el nivel de EPO no aumenta a pesar de presentar hipoxemia (28). Sin embargo, estos
estudios se han desarrollado EPOC sin exposicion a hipoxia hipobarica. Por lo tanto, se desconoce
el comportamiento y el papel de HIF-la en la transcripcion y transduccion de EPO en tales

condiciones.

La Global Initiative for Chronic Obstructive Pulmonary Disease (GOLD) recomienda
frecuentemente la practica de programas de ejercicio fisico para reducir el impacto de los sintomas
de la EPOC (29) debido a los beneficios multisistémicos asociados al ejercicio. Varios estudios
han demostrado que el ejercicio en estos pacientes aumenta la densidad mitocondrial (30), y la
actividad de enzimas oxidativas, reduce el estrés oxidativo (31), estimula la capilarizacion de los
musculos locomotores y respiratorios (32,33), y promueve la renovacion del tipo de fibra
muscular a favor de fibras oxidativas en el tejido muscular (34) y cambios que mejoran la calidad

de vida de las personas con EPOC (35).

A pesar que 400 millones de personas en el mundo viven en altitudes elevadas (36,37),
estimandose que el 10% de esta poblacion es diagnosticada con EPOC (3), existe poca
investigacion sobre alteraciones morfologicas, bioquimicas y fisioldgicas en personas con EPOC
realizando actividad fisica y viviendo en ambientes de hipoxia altitudinal. El objetivo principal

de esta investigacion fue determinar la respuesta de HIF-la y algunos de sus productos
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transcripcionales en pacientes con EPOC residentes en altura, antes y después de un programa de
ejercicio de 8 semanas, su relacion con la sintesis de VEGF y EPO, y coémo esto afecta el

rendimiento fisico, la funcion pulmonar y la respuesta hematologica.

Resultados

1. Comparacion de los niveles de HIF-1a, VEGF y EPO entre CTRL y COPD

La Figura 1 muestra los niveles plasmaticos de HIF-1a, VEGF y EPO en grupo CTRL y grupo
COPD en todos los puntos temporales. La concentracion de HIF-1a fue siempre mayor en COPD
que en CTRL con diferencias significativas en reposo, tanto antes (RB) como después (RA) de la
intervencion (Figura 10a). En cuanto al VEGF, no hubo diferencias estadisticas entre grupos en
ningn punto temporal, aunque en el grupo COPD se observo una media de valores un 15%
inferior (Figura 10b). Los niveles de EPO se redujeron significativamente en el grupo COPD en
todos los momentos de la medicion (con una reduccion que va del 36% al 68%) excepto en la

respuesta post-aguda al esfuerzo fisico después de la intervencion (Figura 10c).

2. Cambios en HIF-10, VEGF y EPO después de la intervencion

Como se muestra en la Figura 10a, después de la intervencion se evidencio una disminucion de
HIF-1a en todo momento en los sujetos CTRL, siendo significativa en reposo (P=0,031) y en
post-agudo (P=0,010). Los pacientes con EPOC presentaron una disminucion sostenida
significativa en los niveles de HIF-1a, con reducciones que oscilaron entre el 21 % en reposo y
el 27 % en el post-agudo (Figura 10a). En cuanto a VEGF, se evidencié un aumento consistente
después del programa de ejercicio tanto en CTRL como en COPD, con diferencias significativas
en los tiempos de muestreo agudo y post-agudo y aumentos no significativos del 18% (CTRL) y
34% (COPD) en reposo. Finalmente, los niveles de EPO mostraron valores significativamente
mas altos después del programa de ejercicio en reposo (CTRL y EPOC) y en el punto temporal

post-agudo (EPOC) (Figura 10c).

3. Rendimiento fisico, funcion pulmonar y hemograma

Después de la intervencion, hubo un aumento significativo en el tiempo de CPET (Figura 11a),
VOspico (Figura 11b) y cociente respiratorio (Figura 11c) en ambos grupos. Sin embargo, a pesar
de que el desempefio en el CPET tuvo mejores resultados después de la intervencion, la escala de
esfuerzo percibido de Borg no present6 cambios significativos, excepto la percepcion de esfuerzo

periférico en la EPOC (P=0,045) (Figura 3d).
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Figura 10. Niveles plasmaticos de HIF, VEGF y EPO. () HIF-1a en CTRL y COPD, (b) VEGF en CTRL y COPD, (c): EPO en CTRL y
COPD. RA: Ejercicio después de 8-WVP, RB: Ejercicio antes de 8-WVP, HIF-1a: Factor inducible de hipoxia 1 — subunidad alfa, VEGF: Factor de crecimiento
del endotelio vascular, EPO: Eritropoyetina, PA: Post-ejercicio después de 8-WVP, PB: Post-ejercicio antes de 8-WVP, RA: Descanso después de 8-WVP, RB:

Descanso antes de 8-WVP. COPD: grupo EPOC, CTRL: grupo control. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE). Significacion estadistica:
P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada
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Figura 11. Resultados de la prueba de esfuerzo cardiopulmonar (CPET) y de la espirometria. (a): Tiempo CPET: minutos en
prueba de esfuerzo cardiopulmonar, (b): VOapico: consumo pico de oxigeno en mL-kg'-min’, (c) RQ: cociente respiratorio, (d) esfuerzo percibido
segun el Borg escala. COPD: grupo EPOC, CTRL: grupo control. Los datos se presentan como media + desviacion estindar (DE). Significacion

estadistica: P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada..
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La Figura 12 muestra tres parametros cardiorrespiratorios relevantes. La respuesta cardiaca al
esfuerzo fisico, evaluada por HR, mostré diferencias después de la intervencion (Figura 12a). En
CTRL, se evidencid una disminucion significativa en la HR de reposo y una recuperacion mas
rapida después de 5 min. Los participantes COPD aumentaron significativamente la HR al final
del CPET vy se recuperaron mas rapido después de 1, 3 y 5 min. En el grupo COPD se evidencio
una disminucién significativa de los equivalentes respiratorios de oxigeno (VE/VO:) que
contrasta con la tendencia al aumento de CTRL (Figura 11b). No se encontraron cambios
significativos en ningtn grupo en VE/VCO,. En cuanto a la funcién pulmonar, la intervencion
increment6 significativamente la FEF en un 25-75% en ambos grupos, siendo este incremento

mas consistente en el grupo COPD (Figura 12c¢).

El programa de intervencion de entrenamiento promovio valores mas altos en los parametros
hematoldgicos relacionados con la serie de globulos rojos en COPD que en CTRL, aunque el

aumento solo fue significativo en el porcentaje de reticulocitos (Tabla 6).

Tabla 6. Parametros hematologicos relacionados con la linea roja

CTRL COPD

Antes Despues  Valor P Antes Despues  Valor P
RBC (10%-uLY) 47+04 47+04 0.491 48+0.6 52+04 0.273
[Hb] (g-dLY) 13.8+1.6 13.9+0.9 0.925 14719 152+1.2 0.340
Hct (%) 421+32 425+24 0.608  445+44 465+2.1 0.208
MCYV (fL) 89.5+42 89.0+4.7 0.533 89.1+6.4 90.6+3.8 0.630
MCH (pg) 294+21 29.1+19 0.498  29.2+33 30.6+1.6  0.125
Ret (%) 1.3£04 1.7+04 0.108 20£06 22+0.6 0.003

COPD: grupo EPOC, RBC: recuento de globulos rojos, [Hb]: concentracion de hemoglobina,

Hct: hematocrito, MCV: volumen corpuscular medio, MCH: hemoglobina corpuscular media,

Ret: recuento de reticulocitos. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (DE).
Significacion estadistica: P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada.



Capitulo 5

97

(a)

160 —
140 —
120 —

100 —

bpm

60 —

40

CTRL

Heart rate

P=0.794

Before 8-WVP
— — After 8-WVP

(b)

65 —
60 —|
55 —
50 —
45 —
40 —

35

30

T T T T 1
Rest End 1 min 3 min 5 min

CTRL

Respiratory equivalents

[ Before 8-WVP
[ After 8-wvP

(c)
3.5
3.0

2.5

L/s

2.0

1.5

1.0

05

CTRL
FEF 25 - 75%

Individual
participants

Before

After Mean

bpm

s

160 —

140 —

120 —

100 —

60 —

40

COPD

Heart rate
P=0.014

N\ P=0567

65

60 —

55

50 —

45 -

40

35 —

30

Rest

End 1 min 3 min 5 min

COPD

Respiratory equivalents

P=0.015

P=0.214

|

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5 —

1.0 -

0.5

VENO,

N

VENCO,

COPD
FEF 25 - 75%

P=0.006

o

Before After

Mean

Figura 12. Frecuencia cardiaca, equivalentes respiratorios y FEF 25-75%. (a): Frecuencia cardiaca en CTRL y COPD, (b):
Equivalentes respiratorios en CTRL y COPD, (c): FEF25-75% en CTRL y COPD. COPD: grupo EPOC, CTRL: grupo control, FEF25-75%: flujo
espiratorio forzado 25-75, VE/VO,: equivalente respiratorio de oxigeno, VE/VCO;: equivalente respiratorio de diéxido de carbono. Los datos se
presentan como media * desviacion estandar (DE). Significacion estadistica: P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada. En los

naneles ¢ cada simbolo conectado por una linea indica los valores individuales de los particinantes antes v desoués de la intervencion.
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4. Cambios provocados por nuestro programa de ejercicio fisico de 8 semanas

Nuestro interés fue primero determinar la incidencia de HIF-1a sobre VEGF y su posible relacion
con la funcion pulmonar, la influencia de HIF-1 sobre EPO y su efecto sobre la eritropoyesis
después del ejercicio fisico, y la relacion de estos niveles de proteina con el rendimiento de CPET
después 8-WVP. En la Tabla 7 presentamos las correlaciones entre las proteinas analizadas, el
CPET, la espirometria y los parametros del hemograma que presentaron resultados
estadisticamente significativos. Estas correlaciones se realizaron para determinar las respuestas

diferenciales entre CTRL y COPD después del programa de ejercicios.

Encontramos correlaciones negativas significativas en CTRL entre HIF-1a y la mayoria de los
paradmetros de espirometria. Se encontrd una correlacion positiva significativa entre HIF-1a y las
variables hematologicas MCV, MCH y Ret (%) pero no con RBC, [Hb] y Hct. Por el contrario,
EPO y RBC se correlacionaron significativa y positivamente con [Hb], Hct, MCV y MCH. No se
encontraron correlaciones significativas entre HIF-1a y CPET ni entre VEGF y los pardmetros de

espirometria.

En el grupo COPD se encontraron correlaciones negativas significativas entre el nivel de HIF-1a
y algunos resultados de CPET, en concreto con el VOspico, RQ y VE tras la intervencion. Las
correlaciones negativas entre HIF-1a y los parametros de espirometria FVC y FEF 25-75%
encontradas en CTRL también se observaron en el grupo COPD. Al analizar la relacion entre
HIF-1a y los diferentes parametros relacionados con los globulos rojos, encontramos
correlaciones negativas con MCV y MCH y una correlacion positiva con Ret (%). En contraste
con CTRL, los niveles de VEGF y los parametros de espirometria mostraron correlaciones
positivas significativas con FEV1, FVC y FEF 25-75%. Finalmente, RBC se correlaciono
positivamente con [Hb], Het y Ret (%), y negativamente con MCV y MCH.
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Tabla 7. Correlaciones entre proteinas plasmaticas y resultados de espirometria, cuadro hematico y CPET posterior al programa de intervencion

CTRL COPD
Time VOapico RQ VENO: VENCO: VE | Time VOgpico RQ VEVO: VENCO: VE
HIF-1a vs
CPET r -0.09 0.02 -0.51 0.04 0.34 016 | -028  -0.66" 057" 017 006  -0.64"
P 0781  0.933 0.087 0.893 0274 0628 | 0.373  0.022 0.049 0.587 0.858  0.025
FEF 25-
FEV1 FVC  FEVA/FVC FEF 25-75% PEF FEVI FVC  FEVA/FVC 5 PEF
HIF-1a vs o
spirometry  r 074" -0.94™ -0.78" -0.63° 0.49 029  -059' -0.28 -0.65" -0.04
P 0.006  <0.001 0.002 0.027 0.104 0.358  0.041 0.378 0.050 0.909
RBC Het [Hb] Ret MCV MCH | RBC Hct [Hb] Ret MCV  MCH
HIF-1a vs
Red blood r 053 0.03 0.09 0.67 092" 083" | 057 -024 0.29 0.60" 082"  -061"
count P 0118  0.937 0.804 0.033 <0.001 <0.001 | 0.086 0513 0.422 0.041 0.003  0.005
FEF 25-
FEV1 FVC  FEVA/FVC FEF 25-75% PEF FEVI FVC  FEVA/FVC PEF
75%
VEGEF vs
spirometry r -0.11 0.05 -0.07 -0.09 0.28 0.64" 0.727 -0.49 0.717 0.06
P 0734  0.999 0.838 0.772 0.386 0.025  0.008 0.110 0.009 0.845
EPO ve RBC Het [Hb] Ret MCV MCH | RBC Hct [Hb] Ret MCV HCH
Red blood r 076" 056 0.70" 0.49 0.18 022 | 030  -0.01 0.15 0.47 034  -0.11
count P 0.004  0.05 0.023 0.152 0612 0534 | 0408 0973 0.687 0.172 0.344 0.77

COPD: grupo EPOC, CTRL: grupo control, CPET: minutos en prueba de ejercicio cardiopulmonar, EPO: eritropoyetina, FEF25-75%: flujo espiratorio forzado 25-75% durante la mitad media de la FVC, FEV1:
volumen espiratorio forzado en un segundo , FVC: capacidad vital forzada, Hct: hematocrito, HIF-1a: factor I inducible por hipoxia - subunidad alfa, MCV: volumen corpuscular medio, MCH: hemoglobina
corpuscular media, PEF: flujo espiratorio mdximo, RBC: recuento de glébulos rojos, Ret: recuento de reticulocitos, RQ: cociente respiratorio, VE: volumen espirado, VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular, VE/VO:: equivalente respiratorio de oxigeno, VE/VCO;: equivalente respiratorio de diéxido de carbono, VOypico: consumo mdximo de oxigeno, [Hb]: hemoglobina concentracién. Los datos se

presentan como media * desviacion estandar (DE). Significacion estadistica: P<0,05 después de realizar una prueba t-Student pareada.
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Discusion
1. EPOC, gran altitud y HIF-1a

Estudios en ratas (38) y humanos (39) han demostrado que existe un aumento significativo en la
expresion de HIF-la en la EPOC en comparacion con sujetos sanos y fumadores pero sin
diagnostico de esta enfermedad. Se ha establecido que en la EPOC la expresion de HIF-1a esta
aumentada en un 10% tanto en tejido pulmonar como en plasma (40). Nuestros resultados son
consistentes con estos hallazgos puesto que encontramos niveles de HIF-1a significativamente

mas altos en el grupo COPD que en CTRL en reposo.

Si bien los niveles de HIF-1a disminuyeron después de la intervencion, los valores plasmaticos
de este factor de transcripcion fueron significativamente mas altos en el grupo COPD que en
CTRL. El aumento de los niveles de HIF-1a puede deberse tanto a la hipoxemia cronica asociada
al dafio estructural y funcional de la barrera alvéolo-capilar, como a alteraciones metabdlicas que
conducen a procesos glucoliticos repetitivos que aumentan las especies reactivas de oxigeno
(ROS) a nivel citoplasmatico. Esta idea podria estar respaldada por varios reportes donde se ha
encontrado que el aumento en la expresion de HIF-1a suprime la funcién mitocondrial (41),
aumenta el pH muscular y genera acidosis debido a un aumento en la sintesis de la enzima lactato

deshidrogenasa, generando la disminucion del rendimiento fisico (42).

Asensio-Cruz et al. (43), recientemente reportaron valores plasmaticos de HIF-1la en EPOC
residiendo a baja altura de 255+84 pg/mL, los cuales son considerablemente mas bajos que los
valores obtenidos por nosotros en reposo (438+155 pg/mL). Esta diferencia podria ser
consecuencia del efecto aditivo inducido por ambos estimulos hipoxémicos en residentes de altura
con EPOC, lo que habria desencadenado una mayor respuesta, ya sea aumentando los niveles
citoplasmaticos de HIF-1a, aumentando su capacidad de translocacion al nucleo, o aumentando
su actividad transcripcional para activar inductores de la expresion de genes de adaptacion a la

hipoxia (44,45).

De igual manera, hemos encontrado que los niveles de HIF-1a después del programa de ejercicio
8-WVP se redujeron significativamente en la mayoria de los puntos de muestreo temporales en
ambos grupos. Ademas, en la EPOC, los niveles plasmaticos de HIF-10 mostraron una correlacion
negativa significativa con el VO.méx, el RQ y el VE después de 8 semanas de entrenamiento.
Estos hallazgos podrian ser indicativos de una mayor eficiencia metabdlica y tolerancia al estrés
glucolitico que podria explicarse por varios mecanismos fisiologicos. Por ejemplo, una eficiencia
oxidativa mejorada mediada por incrementos en la biogénesis mitocondrial y/o disminuciones en
la degradacion mitocondrial (46), un cambio en la proporcion de fibras musculares lentas

acompafiadas por un aumento en la capilarizacion de fibras individuales o la densidad capilar
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muscular global, o el hecho de que hubo un aumento de VEGF y por lo tanto un aumento de la
angiogénesis muscular con mayor eficiencia contractil de los musculos ventilatorios, lo que
estaria respaldado por To et al. (47), quienes reportan que muestran una relacion directa entre los
niveles de VEGF y FEV1. Consideramos que la disminucion de HIF-1a después del ejercicio
fisico podria estar relacionada con el aumento de la contribucion de O: en el citoplasma celular
que aumenta la degradacion proteasomal de HIF-1a (24), o con el aumento de los sistemas de
regulacion a la baja de HIF como el Factor Inhibidor HIF (FIH), la sirtuina 6 y las
propililhidroxilasas 1 y 2 (48).

Segiin McGettrick et al. (51), la influencia de HIF no solo estd asociada con cambios metabolicos,
hematologicos o cardiovasculares en hipoxia, también existe una relacion directa entre HIF-1 y
los genes de respuesta inflamatoria e inmune tanto en condiciones hipoxicas como normoxicas
durante el ejercicio fisico. Presumimos que la disminucion de los niveles de HIF-1a, incluso
después de un esfuerzo fisico maximo (RQ > 1,10), es reflejo de una menor sintesis de citocinas
proinflamatorias, una menor degradacion de la elastina pulmonar y una menor remodelacion
bronquial y del parénquima pulmonar, que se asocia con una menor presencia y efectos de ROS

sobre la necrosis y muerte celular (49,50).

2. HIF-10, VEGF, angiogénesis y funcion pulmonar

Se ha encontrado un aumento de HIF-1a en pacientes con EPOC sedentarios con exacerbacion de
la enfermedad, que es consecuencia de la hipoxemia cronica y el estrés oxidativo celular (52,53).
En consecuencia, la disminucion de la PaO,, junto con la exposicion al humo del cigarrillo, las
infecciones respiratorias recurrentes y/o el déficit de al antitripsina (a1 AT), genera un aumento
anormal y no beneficioso del VEGF en el epitelio pulmonar como consecuencia del aumento de
la respuesta inflamatoria a través de la activacion de los efectos celulares de la inflamacion
(macrofagos y mastocitos residentes en los pulmones e infiltrados en neutroéfilos, eosinofilos,
basofilos, linfocitos, etc.) y sobreactivacion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-

6)(54).

El aumento de los niveles plasmaticos de VEGF no esta causado exclusivamente por HIF-1a y su
sintesis no debe entenderse categéricamente como un biomarcador de aumento de la inflamacion
sistémica. Suhr et al. (55), afirmaron que el aumento de VEGF en plasma en condiciones
normoxicas puede deberse a las cargas de trabajo muscular durante el ejercicio. Por otro lado,
Kraus et al. (56), establecieron que el ejercicio fisico per se, aumenta la concentracion plasmatica
de VEGF en sujetos entrenados o sedentarios ya que el aumento de la carga mecénica a nivel
muscular conduce a una mayor demanda metabolica y a un aumento de la respuesta inflamatoria

para la reparacion muscular, aspectos que favorecen transcripcion de ARNm de VEGF incluso en
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normoxia. Estos hallazgos estan de acuerdo con nuestros resultados, observamos que, en
pacientes con EPOC que realizan ejercicio a intensidades submaximas, los niveles plasmaticos de
VEGF aumentaron sin signos de deterioro clinico. No obstante, hemos encontrado que el ejercicio
mejora la eficiencia oxidativa muscular al permitir un mayor aumento de la eficiencia ventilatoria,
posiblemente debido al aumento de VEGF y de los procesos de angiogénesis muscular, reflejado
en mejores datos de espirometria (FEF 25-75%) y mejores valores de valores y ventilacion.

variables del CPET (VE/VO,, VE/VCO,) después del programa de ejercicio.

En cuanto a la evaluacion de la funcion pulmonar, encontramos que no hubo una relacion
significativa entre los niveles de VEGF y los resultados de la prueba de funcion pulmonar en el
grupo CTRL, como era de esperar, ya que los sujetos CTRL no presentaban patologias que
afectaran la funcion pulmonar. Sin embargo, los pacientes del grupo COPD registraron una
correlacion negativa significativa en FEV1, FVCy FEF 25-75%. Esto sugiere que la angiogénesis
mediada por VEGF puede aumentar la eficiencia de los musculos respiratorios en el grupo COPD,
donde el dafio estructural y funcional del parénquima pulmonar no es reversible debido al dafo
morfologico relacionado con la hiperinflacion dinamica sostenida y el deterioro del retroceso
elastico pulmonar asociado (57). Proponemos que la eficiencia de los musculos respiratorios
aumento después del programa de entrenamiento resultado de una mejor oxidaciéon metabolica
celular, y como consecuencia de una mayor capilarizacion de las fibras musculares oxidativas de

contraccion lenta debido al aumento de la sefializacion de VEGF.

Esta bien establecido que el ejercicio fisico facilita los procesos angiogénicos mediados por
VEGF como respuesta a HIF-1a, dando lugar a cambios metabdlicos en el musculo esquelético
gjercitado en una poblacion sana y atletas (58). Sin embargo, hasta donde sabemos, no hay datos
sobre la relacion entre los niveles de VEGF y el rendimiento muscular en personas con EPOC
que hacen ejercicio en hipoxia altitudinal. A la luz de nuestros hallazgos, el ejercicio fisico podria
promover la sintesis de VEGF en la EPOC a partir de la regulacion a la baja de HIF-1a, reflejada
en la mejor funcion ventilatoria medida por espirometria forzada y la mejora de los resultados de

la CPET (aumento del VO,pico, RQ y del tiempo del examen).

3. HIF-1a, EPO, eritropoyesis y respuesta hematologica

Los trastornos hematoldgicos son una comorbilidad frecuente en los pacientes con EPOC, ya que
entre un 15% y un 45% de ellos presentan valores basales alterados (59,60). Entre estas las
complicaciones hematologicas mas frecuentes se encuentran la anemia y la policitemia derivadas
de desequilibrios entre la respuesta inflamatoria sostenida y la hipoxemia caracteristica de la
EPOC. Segtin Sarkart et al. (61), la eritropoyesis alterada se debe a cambios en la sintesis de EPO,

lo que implica que las respuestas hematologicas a la hipoxia en pacientes con EPOC no se
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comportaran de la misma manera que en sujetos control. Nuestros datos muestran un nivel
plasmatico mas bajo significativo y constante de EPO en el grupo COPD en comparacion con el
CTRL en todos los tiempos de medicion. Estos hallazgos estan alineados con los de Weiss et al.
(62), quienes encontraron que la EPOC se asociaba con anemia por enfermedad cronica derivada

de una reduccion multifactorial en la produccion endogena de eritropoyetina.

Las correlaciones entre los niveles de HIF-1a y los parametros de eritrocitos mostraron resultados
contrastantes al comparar CTRL y COPD. Mientras que el grupo CTRL present6 correlaciones
positivas significativas entre HIF-la y MCV, MCH y Ret, los pacientes del grupo COPD
mostraron una correlacion negativa significativa entre los mismos parametros. Estos hallazgos
podrian estar asociados con el hecho de que, a pesar de la presencia de niveles mas altos de HIF-
la en el grupo COPD, los trastornos ventilatorios, los procesos inflamatorios cronicos y la hipoxia
altitudinal en este grupo conducen a algin grado de eritrocitosis como respuesta compensatoria

(63).

Se sabe que los niveles de EPO aumentan después del ejercicio fisico rutinario (64), incluso en
pacientes con patologias hematolégicas como la anemia (65). Sin embargo, encontramos que a
pesar de la exposicion al mismo programa de ejercicios y al mismo nivel de presion barométrica,
los sujetos CTRL presentaron valores significativamente mas altos de EPO en comparacion con
los pacientes con EPOC (Figura 10c). Aunque el ejercicio fisico incrementd los niveles
plasmaticos de EPO, tanto en reposo como en la respuesta post-aguda en la EPOC, estos cambios
fueron significativamente menores en comparacion con los del grupo CTRL en todos los tiempos
de medicion. No obstante, encontramos que en los pacientes del grupo COPD hubo una respuesta
heterogénea en los parametros hematologicos: hubo una correlacion negativa entre el recuento de
RBC y MCV, MCH, pero una correlacion positiva entre el recuento de RBC y Ret. Creemos que
esto puede estar relacionado con cambios atipicos en la proliferacion y diferenciacion de
precursores eritroides en la médula 6sea ante el aumento sostenido de la respuesta inflamatoria y
el aumento de ROS, afectando la actividad conjunta entre factores transcripcionales para la
produccion de EPO (HIF-1a) y células progenitoras eritroides. Es necesario desarrollar
investigaciones moleculares sobre la respuesta hematologica en la EPOC, ya que estos pacientes
tienen un metabolismo del hierro alterado, disponibilidad reducida de O, y posiblemente cambios

hormonales asociados con la edad (63).

4. HIF-1ay respuesta cardiopulmonar al ejercicio

Los procesos de remodelacion bronquial y cambios en la arquitectura alveolar en la EPOC
generan Hipertension Pulmonar (HP) por compresion mecénica de los alvéolos con

hiperinsuflacion dinamica, asociada a aumento del volumen pulmonar residual y vasoconstriccion
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pulmonar en respuesta a la hipoxemia (57). Estas alteraciones conducen a una alteracion del gasto
cardiaco por hipertrofia del ventriculo derecho, que se agrava en condiciones de disminucion de
la PaO, ambiental por el aumento de la presion arterial pulmonar inducido por la vasoconstriccion
hipoxica pulmonar (66). Tipicamente, los pacientes con EPOC, independientemente de la
gravedad de la enfermedad, desarrollan alteraciones cardiacas, como Cor Pulmonale, asociado a
HP y con disminucion del retorno venoso por debilidad vascular periférica, estos cambios

fisiologicos afectan la funcion miocéardica exacerbando la disnea de leve esfuerzo (67).

Nuestros resultados muestran que los cambios presentados en los niveles de HIFa, VEGF y EPO
se correlacionan con una mejora en la respuesta cardiaca al esfuerzo fisico. Esto se refleja no solo
en la reduccion beneficiosa de la HR en reposo, sino también en los parametros funcionales
después del esfuerzo fisico maximo y durante la recuperacion, posiblemente debido a un mejor
control del equilibrio del sistema nervioso auténomo (68) y una mejora en el estado cardiaco.
respuesta autonomica en la EPOC (69,70). La evaluacion de los pacientes con EPOC tras la
intervencion mostré un aumento de la HR final como indicativo de un mayor esfuerzo fisico y
una pendiente de recuperacion mas rapida, reflejada en una disminucion de la HR en los tres
tiempos muestreados durante la fase de recuperacion. Estos cambios positivos en la respuesta
cardiovascular podrian estar relacionados con una mejora del metabolismo oxidativo por
disminucion de HIF-1a, y aumento de VEGF y EPO, lo que equivale a una mayor eficiencia en
el aporte de O, al miocardio asociado al aumento en [Hb], Ret%, MCV y MCH, y mayor respuesta

muscular ventilatoria relacionada con aumento de VEGF.

Conclusiones

Los niveles de HIF-la en pacientes con EPOC que viven en altitudes elevadas fueron
significativamente mas altos que los informados en la literatura para pacientes con EPOC al nivel
del mar o a baja altitud. El ejercicio disminuy¢ significativamente HIF-1a en los grupos COPD y
CTRL. El nivel de VEGF aument6 a pesar de la disminucion de HIF-1, probablemente como
respuesta a un menor estrés oxidativo y una mayor eficiencia de los musculos respiratorios. El
programa de ejercicio en pacientes con EPOC que residen en grandes altitudes indujo un aumento
en los niveles de MCV, MCH, Ret % y EPO. Las mejoras en las respuestas ventilatorias,
hematoldgicas y metabolicas contribuyeron a aumentar al maximo la condicion fisica de las
personas con EPOC, mejorando su funcionalidad. Estos cambios pueden tener un gran impacto
en su calidad de vida, no solo mejorando la capacidad fisica sino también disminuyendo la

progresion de la enfermedad y la aparicion de comorbilidades.
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5.3 Seccion 3. Cambios en la aptitud fisica funcional y la

calidad de vida en personas con EPOC a gran altitud

Introduccion

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) es considerada una enfermedad cronica
que provoca hipoxemia, hipercapnia e hipoxia tisular (1-3). Se sabe que la poblacion con EPOC
tiene de 2 a 5 veces mayor riesgo de presentar cardiopatias, desnutricion, trastornos metabolicos
y bajos niveles de actividad fisica (4). El sedentarismo en personas con EPOC conlleva un riesgo
5 veces mayor de cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca, arritmias e incluso depresion y

deterioro cognitivo (5-7).

Las personas con EPOC suelen presentar disnea de esfuerzo leve, alteracion de la funcion de los
musculos periféricos (8,9), y por tanto un sedentarismo que disminuye su estado clinico y su
rendimiento fisico. Entre los aspectos fisiologicos generados por la disfuncion muscular y la baja
tolerancia a la fatiga se encuentran: menor densidad mitocondrial (10), disminucion de la
actividad enzimatica oxidativa (11) y cambios en la distribucion de las fibras musculares (12,13).
Esos cambios conducen al detrimento de la independencia funcional y al detrimento de la calidad
de vida asociada a la salud (14,15). Ademas, la hipoxemia, la hipoperfusion y la respuesta
inflamatoria cronica presente en la EPOC se asocian con un aumento del estrés oxidativo que
afecta la capacidad muscular y la resistencia a las actividades fisicas de baja intensidad (16),
aspectos que se relacionan con la exposicion cronica a la hipoxia por trastornos en la difusion y

perfusion de Os.

Alrededor de 400 millones de personas en el mundo son residentes a gran altura, lo que equivale
al 5,1% de la poblacion mundial (17,18), y se estima que la cifra de personas con diagnostico
conocido de EPOC que residen a gran altura es del 10% de los casos conocidos de EPOC a nivel
mundial (19). Ademas, se reconoce que la mayor prevalencia de casos a mas de 2.100 m sobre el
nivel del mar se encuentra en los ancianos mayores de 60 afios (20). Los pacientes que viven a
gran altura (>2500 m) tienen un estimulo hipoxico adicional que presumiblemente desafiaria su
independencia funcional al aumentar los sintomas de la enfermedad. Esta investigacion busco
establecer el efecto de un programa de ejercicio fisico de 8 semanas sobre la condicion fisica

funcional y la calidad de vida en personas con EPOC.
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Resultados

1. Comparaciones antes y después de 8-WVP en grupo COPD

Las Figuras 12 y 14 muestran los parametros de aptitud fisica funcional y medidas de calidad de
vida asociada a la salud, tanto antes y después del protocolo de intervencion. Se encontraron un
umento significativos en la fuerza de resistencia de los miembros superiores ¢ inferiores después
de la prueba de Arm crul test y el 30secSTS, en la fuerza isométrica maxima medida por la prueba
de fuerza prensil y una disminucion significativa en el Back Scratch Test y el Chair Sit and Reach

Test, lo que indica una mejora en la flexibilidad del tronco y las extremidades.

En las variables relacionadas con la calidad de vida asociada a la salud, se encontré que el 8-WVP
disminuy¢ significativamente (P<0,001) la disnea de esfuerzo leve, cuantificada a partir de las
actividades fisicas de la vida diaria empleando el mMRC (Pre 3,6 + 0,6 vs Post 0,8 = 0,4, no
mostrado en las figuras). Asimismo, mejord la calidad de vida relacionada con los sintomas
respiratorios relacionados con la EPOC (Pre 14,83 = 8,6 vs Post 5,66 +£5,5. P <0,01) y por tanto,
una menor exacerbacion de los sintomas respiratorios en los esfuerzos fisicos diarios y una mayor

independencia.

Finalmente, el 8-WVP provocd cambios significativos en los signos vitales en reposo en personas
con EPOC. Después de la ejecucion del programa, la SpO, aumento significativamente en un
7,6% (Antes: 85,0 Sp0>% =+ 1. Después: 92,0 SpO,% £ 1 P<0,001), la FC disminuy6 en 7 + 5,7
Lpm. (P <0,05) y la PA Sistolica disminuy6 4,1 + 2,7 mmHg (P < 0,001).

1. Comparaciones antes y después de 8-WVP en el grupo CTRL

El 8-WVP obtuvo resultados similares en el CTRL, aumentando significativamente el
rendimiento de todas las pruebas fisicas a excepcion del Arm curl test, en el que no se encontraron
cambios significativos (P=0,165) en el numero de repeticiones antes y después del programa
(Figura 13). La evaluacion de la disnea no mostro cambios significativos antes (1,0 + 1,0) y
después (0 +0,5) del 8-WVP, lo que se relaciona con el hecho de que esta poblacion no presentaba
enfermedad respiratoria. La calidad de vida no se midi6 con CAT ya que su aplicabilidad es
exclusiva de los pacientes con EPOC. En cuanto a los signos vitales en reposo, se encontrd que
la presion arterial diastolica disminuyd significativamente después del programa 8-WVP
(P<0,05).

2. Comparaciones entre COPD y CTRL

Al comparar los resultados de condicion fisica entre participantes con EPOC y sin enfermedad

respiratoria, se encontro que luego de la ejecucion del 8-WVP no hubo diferencia significativa en

114



Capitulo 5 115

ningun parametro evaluado, a excepcion de la fuerza maxima del brazo (evaluada por medio del

Hand grip test) que fue sorprendentemente mayor (P<0.01) en pacientes con EPOC (Figura 14c).
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Figura 13. Condicion fisica funcional antes y después de 8-WVP. Los datos se presentan como media + SD. 6MWT: prueba de
caminata de seis minutos, COPD: grupo de EPOC, CTRL: grupo sin EPOC, 30secSTS: prueba de 30 segundos de estar sentado y de pie, 8-WVP:
programa de intervencion. (a) Arm curl test; (b) 30SecSTS; (c) Back Scratch Test; (d Chair Sit and Reach Test; (e) 6MWT; (d) Prueba de fuerza

prensil.
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Figura 14. Comparacion de COPR y G-CTRL después de 8-WVP. (o) Pruebas de resistencia muscular, (b) Pruebas de flexibilidad
Back Scratch Test y Chair Sit and Reach Test, (c) Resultados de la prueba de resistencia 6MWT y prueba de fuerza mediada por dinamometria.
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Discusion

Nuestros resultados muestran que el nivel de actividad fisica en los pacientes residentes en zonas de
gran altitud era bajo, independientemente del diagndstico de EPOC. Sin embargo, encontramos que
el nimero de pasos medidos en 5 dias fue significativamente menor en personas con EPOC que en
aquellas sin la enfermedad (P<0,05), lo que indica que la EPOC presenta mayores limitaciones en la
capacidad de movimiento. Comparando nuestros datos sobre el nivel de actividad fisica mediante el
nimero de pasos por dia con otros estudios en pacientes con EPOC (35-38), registramos conteos
considerablemente mas bajos con reducciones que van del 40% al 75%. Creemos que esto se debe a
que nuestros pacientes, ademas de tener hipoxemia asociada al dafio pulmonar estructural y funcional
causado por la EPOC, estan expuestos a la hipoxia altitudinal, lo que limita su nivel de actividad
fisica en comparacion con personas con la misma enfermedad que residen en niveles de moderada o

baja altitud.

El nivel de SpO; se considera una medida de evaluacion de la funcion pulmonar y la estabilidad
cardiorrespiratoria en personas con enfermedad respiratoria (39). En nuestro estudio encontramos
que el porcentaje de SpO, en reposo en personas con EPOC que residen a gran altitud es
notablemente inferior (85 £ 1,2) al reportado en publicaciones previas, en las que los valores de
reposo eran superiores al 90% (40—42). Esta diferencia alteraria irreversiblemente la difusion
pulmonar de O; en pacientes con EPOC que viven a gran altitud a la disminucion de la presion

barométrica que conduce a una reduccion de la PO, ambiental y alveolar (43).

A pesar de esta limitacion, nuestro estudio demuestra que la aplicacion de la 8-WVP resulté en un
aumento significativo (P<0,001) del 8,2% en la SpO- en reposo. Este aumento puede estar asociado
con los efectos del programa sobre el rendimiento de los musculos periféricos y con una mejor
eficiencia cardiovascular: 9,3% de disminucion significativa (P<0,05) de la FC en reposo y 6,5% de
disminucion de la PA diastdlica. Estos cambios conduciran a mejoras en el gasto cardiaco y al

aumento del transporte de O y la oxigenacion de los tejidos (44).

De acuerdo a lo mencionado por Marillier et al. (9), los pacientes con EPOC tienen una baja
eficiencia metabolica para la produccion de energia resultando en fatiga muscular al realizar
actividades no extenuantes. Sin embargo, encontramos que el 8-WVP aument6 significativamente
(P<0,001) el rendimiento fisico funcional en pacientes con EPOC en todos los parametros medidos
(fuerza, resistencia y flexibilidad) a pesar de estar en un ambiente hipoxico hipobarico. Nuestra
hipotesis es que el aumento de la condicion fisica generado por la intervencion en nuestros pacientes

con EPOC puede ser el resultado de una combinacion de los siguientes eventos: (1) un aumento en
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la sintesis de proteinas relacionadas con la eritropoyesis y la angiogénesis, contrarrestando el déficit
en el aporte de O, a nivel muscular (12), (2) un aumento de la eficiencia metabolica y de la capacidad
oxidativa celular, neutralizando la degradacion mitocondrial (9), (3) una optimizaciéon del
rendimiento muscular tras mejorar la capilarizacion y aumentar la proporcion de fibras musculares
oxidativas, lo que contrarrestaria el perfil glucolitico de las fibras musculares descrito en pacientes

con EPOC (45).

Multiples estudios han mencionado que la inflamacion cronica presente en la EPOC conduce a una
menor regeneracion muscular (46), menor capacidad antioxidante (47), mayor sintesis de proteinas
catabolicas musculares (48) y menor biogénesis mitocondrial (49), aspectos que aumentan la disnea

a la leves esfuerzo y disminuye la independencia funcional.

Creemos que nuestra intervencion podria haber contrarrestado algunas de las consecuencias
mencionadas ya que en nuestros pacientes con EPOC se redujo el deterioro funcional por disnea en
un 100% y el impacto de la enfermedad en la calidad de vida en un 62,1% (p<0,05). Ademas, al
comparar los efectos de la intervencion entre ambos grupos de estudio (COPD vs G-CTRL), no
encontramos diferencias significativas en la mayoria de las pruebas fisicas. Esto es interesante, ya
que indica que los pacientes de edad avanzada que viven en la altura con diagnodstico de EPOC
(GOLD 1 y 2) podrian realizar de forma segura un programa de intervencion de ejercicios, como 8-
WVP, para aumentar su condicion fisica a valores comparables a las personas en el mismo rango de

edad y sin EPOC.

Aparte de los beneficios del entrenamiento, hay varios aspectos en nuestro 8-WVP que podrian haber
potenciado los efectos fisiologicos del programa. En primer lugar, las sesiones de educacion sanitaria
impartidas a nuestros participantes, en las que se especificaban los beneficios de la practica de
ejercicio fisico, sensibilizaron a los pacientes sobre la estrategia de éxito para mejorar su calidad de
vida. Reconocemos la necesidad de educar a las personas con EPOC sobre aspectos de la salud
respiratoria asociados al esfuerzo fisico, por lo que es relevante que todo programa de rehabilitacion
pulmonar vincule programas de educacion relacionados con la correcta practica de actividad fisica.
En segundo lugar, el hecho de que el programa se realizara en el domicilio (con asistencia profesional
domiciliaria) redujo la probabilidad de desercion, problema recurrente en los programas de

rehabilitacion pulmonar (45), y mejor6 la adherencia de los pacientes con EPOC.

Consideramos que los resultados obtenidos podrian tomarse como un punto de partida para

reconocer los efectos del ejercicio en personas con EPOC residentes en altura. Hasta donde sabemos,
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no se ha llevado a cabo ninguna investigacion que vincule la EPOC, la altura y el ejercicio fisico en

el mismo estudio.

Conclusiones

Este estudio encontrd que el 8-WVP puede aumentar las condiciones fisicas de las personas con
EPOC a valores comparables a los de los ancianos sin enfermedad respiratoria, mejorando no solo
el rendimiento fisico, sino también la calidad de vida al reducir la disnea y el impacto de los sintomas
respiratorios. Detras de estas mejoras se encuentra el aumento de los valores de SpO, en reposo a

niveles normales en personas con EPOC que viven en altitudes elevadas.
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6. Discusion de los resultados

En el capitulo anterior se presentaron los resultados y la discusion de cada uno de cada uno de los
ejes centrales de esta investigacion. No obstante, a continuacion, se presenta una discusion general
de los resultados e intereses investigativos de la tematica; asi mismo, se describe los aportes
conceptuales encontrados, la aplicabilidad de esta investigacion en la practica clinica y los aportes

metodologicos resultados de este proceso.

e Los intereses de la investigacion

La motivacion principal para desarrollar esta investigacion fue reconocer los efectos moleculares del
ejercicio fisico en una de las enfermedades respiratoria de mayor impacto en la salud, la EPOC. Esta
enfermedad es considerada como una de las 5 enfermedades con mayor deterioro de la funcion fisica
y la calidad de la vida de las personas que la padecen. Lastimosamente, la prevalencia e incidencia
de la EPOC se incrementa con los estilos de vida no saludables como el consumo de cigarrillo, la
exposicion a quimicos y/o ambientes contaminados, y la condicion clinica de las personas con EPOC

se agudiza con estilos de vida fisicamente inactivos.

A pesar de que la EPOC es una de las enfermedades cronicas mas investigadas, y que es
ampliamiente conocido que el ejercicio fisico es una de las herramientas centrales para la atencion
de estos pacientes y que la altitud puede interferir sobre las funciones celulares, los estudios
centrados en los cambios moleculares de la EPOC en condiciones de hipoxia altitudinal y/o ejercicio
fisico son escasos. Al indagar sobre investigaciones que relacionaran la EPOC, la hipoxia altitudinal
y el ejercicio no encontramos ninguna publicacion cientifica o de literatura gris que relacionara estos
aspectos. No conocemos estudios que determinan los efectos del ejercicio fisico a gran altitud en
EPOC. Por consiguiente, el objetivo de esta investigacion fue determinar los efectos de tres
diferentes estimulos hipoxicos (hipoxia altitudinal, hipoxia hipobarica por la enfermedad e hipoxia
por ejercicio fisico) en personas con EPOC, determinando cuales son las respuestas de adaptacion a
la hipoxia y como estas influyen sobre la funcion pulmonar, el rendimiento fisico y la calidad de

vida de las personas con EPOC.
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Al hablar de respuestas celulares a la hipoxia es necesario tomar como punto de partida al HIF-1a,
el cual, como proteina que actua como factor de transcripcion regulando las respuestas adaptativas
al déficit de O, teniendo como gran mecanismo de respuesta el incremento en la eritropoyesis, la
angiogénesis, la activacion de enzimas metabdlicas glicoliticias, y la activacion de multiples factores
inflamatorios y de crecimiento, entre muchas otras respuestas. A partir de esto decidimos vincular
como variables primarias de resultado la sintesis de EPO y VEGF, las cuales juegan un papel
primordial en las respuestas homeostaticas de O, en la hipoxia dado que son las principales hormonas

promotoras de la eritropoyesis y la angiogénesis.

Siguiendo con la linea de estudio de los efectos de la hipoxia, vimos la necesidad de continuar el
analisis identificando como los niveles de EPO y VEGF modifican los cambios hematoldgicos y de
funcion pulmonar en EPOC a gran altitud; motivo por el cual, determinamos como un factor
fundamental incluir entre los resultados de esta investigacion el conteo hematologico y las pruebas

de funcion pulmonar.

No obstante, una de las mayores implicaciones del ejercicio fisico en la EPOC es sobre el
rendimiento fisico; por lo cual, decidimos relacionar tanto las concentraciones de las proteinas (HIF-
la, EPO, VEGF), las respuestas sistémicas (hemograma y funciéon pulmonar) con el rendimiento
fisico medido mediante CPET y pruebas de aptitud fisica funcional, con la finalidad de entender en
su completitud los efectos del ejercicio fisico analizando desde las proteinas hasta el rendimiento
fisico. Cerramos las variables de medicion con los aspectos que pueden ser de mayor importancia de
las personas con EPOC la disnea y los efectos de la enfermedad sobre la condicion de la salud, por

lo cual, decidimos aplicar la mMRC y la CAT respectivamente

e El programa de intervencion

El programa de ejercicio fisico aplicado en esta investigacion se fundament6 en: 1. La evidencia
cientifica existente y las recomendaciones de la GOLD, 2. La formacion del doctorando como
fisioterapeuta, especialista en cuidados intensivos y magister en fisioterapia del deporte y la actividad
fisica, estudios en los que he investigado los efectos del ejercicio fisico en EPOC y otras
Enfermedades Cronicas No Transmisibles, 3. La experiencia profesional de mas de 13 afios con
atencion a pacientes con EPOC en todas sus complicaciones (estables, en hospitalizacion y cuidados

intensivos).

Se propuso un programa de ejercicio fisico concurrente de 8 semanas de duracion y de aplicacion

domiciliaria (8-WVP), fundamentado en el entrenamiento de la resistencia cardiopulmonar y el
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entrenamiento de la fuerza-resistencia muscular, con la finalidad de mejorar la respuesta
cardiorrespiratoria y muscular a cargas de trabajo bajas, para mejorar la disnea, la fatiga y la
independencia funcional en actividades cotidianas. Asi mismo, las cargas e intensidades de
entrenamiento planteadas en el 8-WVP se estipularon para evitar fatiga cronica en estos pacientes

que tienen inicialmente muy baja tolerancia al esfuerzo fisico.

Finalmente, se vio la necesidad el incluir dentro del 8-WVP sesiones de educacion en salud
cardiopulmonar y promocion de la actividad fisica, para favorecer tanto la adherencia de los
participantes al estudio, como la permanencia de los estilos de vida fisicamente activos posterior a

la finalizacion de la fase experimental.

e Los resultados encontrados

Esta investigacion es pionera en el estudio de las respuestas celulares a dos diferentes estimulos de
hipoxia en pacientes por EPOC; por lo cual, se considera como un punto de partida para futuras
investigaciones relacionadas con ejercicio fisico en sujetos con EPOC que esten expuestos a hipoxia
hipobarica. Al comparar los resultados de las proteinas analizadas entre los pacientes con EPOC y
los sujetos control, encontramos que posterior al programa de ejercicio fisico disminuyeron
continuamente los niveles de HIF-1a en los dos grupos de estudio. Sin embargo, los niveles de HIF-
la en EPOC siempre fueron superiores, lo cual, ciertamente se asocia a que las alteraciones de la
arquitectura parenquimatosa en la EPOC son irreversibles y por ende, la difusion de O, va a estar
inevitablemente afectada, siendo un factor constante de déficit citoplasmaticos de O y por ende, de

incremento sobreexpresion del HIF-1a.

Encontramos que los niveles de HIF-1a en personas con EPOC son considerablemente mas altos que
en los controles o incluso en personas con EPOC residentes a baja altitud segun lo reportado en
estudios previos. No obstante, el programa de ejercicio fisico disminuyo significativamente los
niveles plasmaticos de HIF-1a, con incremento significativo en la sintesis de VEGF con promocion

de la angiogénesis, y una tendencia a favorecer la eritropoyesis por aumento de la EPO.

Al analizar los resultados, encontramos que los cambios proteicos se mantienen en los tres momentos
de medicion posterior al entrenamiento fisico (reposo, ejercicio y 12h post-gjercicio), lo cual, sugiere
pensar que el ejercicio fisico rutinario ayudaria a disminuir el estrés oxidativo presentado en la EPOC
como consecuencia de los trastornos en la difusion de O, y la exposicion rutinaria a hipoxia

altitudinal.
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Consideramos que la disminucion del HIF-1a, y el incremento de las hormonas VEGF y la EPO en
personas con EPOC residentes a gran altitud, se asocian a los efectos positivos del ejercicio fisico
sobre los sistemas de respuesta a la hipoxia. De esta manera, el incremento en la eficiencia
ventilatoria (incremento del FVC, disminucién del VE/VO, VE/VCO,) y la mejora en los
mecanismos de transporte de O, (incremento de Ret%, RBC, MCV, MCH) favorece la dinamica
oxidativa celular y por ende los procesos metabolicos se optimizan ante el esfuerzo fisico

(incremento en el VO2pico, QR, Tiempo en CPET, Watts movilizados).

En relacion con VEGF es importante mencionar que en la literatura cientifica se menciona que los
pacientes con EPOC severa tienen un incrementd significativo de VEGF como resultado del
deterioro pulmonar que genera mayor hipoxemia he hipoxia. No obstante, estos resultados se dan en
muestras de tejido pulmonar o lavados bronquiales, y en personas con deterioro clinico importante

y sin ninguna practica de ejercicio fisico.

El ejercicio fisico incrementa el VEGF muscular, como resultado del incremento de las demandas
metabolicas musculares, por consiguiente, el VEGF se asocia favorablemente a mayor angiogénesis.
En este estudio, encontramos que el ejercicio fisico incrementd en los dos grupos las concentraciones
plasmaticas de la proteina, presentando aproximadamente valores de VEGF un 20% superiores en
los controles. No obstante, al comparar los resultados entre el grupo EPOC encontramos un aumento
de aproximadamente el 35% en el VEGF plasmatico posterior al entrenamiento, lo cual, seria reflejo
de una mayor angiogénesis y por ende un mayor rendimiento muscular, dado que se incrementd
significativamente la fuerza muscular medida por dinamometria y por pruebas funcionales de fuerza

resistencia (30secSTS, Arm Curl Test, 6CMWT).

Los niveles de EPO fueron considerablemente menores en los pacientes con EPOC que en los
controles en todos los momentos de medicion, incluso después del programa de ejercicio fisico.
Pensamos que esto puede deberse a que el trastorno persistente en la difusion del O, y la respuesta
cronica inflamatoria de la EPOC, genera alteraciones en la ferrocinética puesto que: 1. Se genera un
aumento constante en factores inflamatorios como la IL-6, aumento de hepcidina y una disminucién
en la absorcion intestinal de hierro, 2. La vasoconstriccion secundaria a la hipoxemia aumenta la
secrecion de aldosterona activando el SRAA, lo cual modifica los ciclos de la eritropoyesis. No
obstante, en el grupo EPOC, el ejercicio incremento la sintesis de EPO (no a niveles equiparables al
grupo control), promoviendo la respuesta hematologica al esfuerzo fisico, lo cual, se evidencia en el

incremento de Ret%, MVC, MCH. Como consecuencia del increment6 de la EPO y la respuesta
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hematoldgica de células rojas al ejercicio fisico, encontramos un incremento en la aptitud fisica con

mejor desempeio en la CPET.

3.16 Utilidad practica de los resultados en la atencion de la EPOC

Consideramos que los resultados encontrados en esta investigacion aportaran directamente en la
atencion integral del paciente con EPOC, dado que el ejercicio fisico ademas de ser una herramienta
costo-efectiva, es el pilare fundamental de los programas de rehabilitacion pulmonar. No obstante,
los efectos del ejercicio fisico radican en la prescripcion de las cargas, intensidades y frecuencias

mas acordes a las necesidades y condiciones propias de cada paciente.

Actualmente se concibe como el proximo reto de las profesiones de la salud, desarrollar
intervenciones acordes tanto a las necesidades como a las reales condiciones biologicas de cada
paciente. Esto se enmarca en el concepto desarrollado de Medicina de precision, donde se busca a
partir de la informacion de los genes y/o las proteinas de una persona para hacer mas eficiente el

diagnoéstico y tratamiento de la enfermedad.

En este sentido reconociendo que el HIF-1a es un biomarcador de hipoxia y estrés oxidativo y que
su modificacion deduce un cambio en el metabolismo, el control del entrenamiento a partir del
comportamiento del HIF-1a supondria un mecanismo de control real de los efectos del ejercicio

fisico en pacientes con EPOC.

Nuestros resultados demuestran que los niveles de VEGF y EPO se presentan como potenciales
marcadores de impacto del ejercicio fisico. De esta manera, estas proteinas se pueden tomar como
variables reales de resultados de los programas de ejercicio fisico de cada persona. Es necesario
reconocer cual es la respuesta de la EPO y el VEGF frente a diferentes tipos e intensidades de

gjercicio fisico. Por ello, los resultados aqui mostrados son un punto de partida para este analisis.
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Finalmente, en esta investigacion se cred y aplicod exitosamente un programa de ejercicio fisico para
personas con EPOC que residen a gran altitud, el cual, puede ser implementado en cualquier paciente
con EPOC que resida a gran altitud. Seria una posibilidad adicional el determinar los efectos de
programa de intervencion a moderada y baja altitud, ya que el 8-WVP demostrd ser seguro, y

eficiente para mejorar de forma segura la aptitud fisica, la calidad de vida y la tolerancia a la disnea.

Encontramos que las caracteristicas de entrenamiento presentadas en el 8-WVP fuera de ser seguras
para el paciente, promueven la adherencia de las personas con EPOC al ejercicio fisico, dado que no
generd desercion, rechazo o complicaciones fisicas, aspectos comunes en los planes de ejercicio

fisico habitualmente usados en los programas de rehabilitacion pulmonar.

3.17 Aportes metodologicos de esta investigacion

El desarrollo de esta investigacion aportd nuevo conocimiento sobre los procesos patologicos de la
EPOC y de sus mecanismos moleculares ante la hipoxia altitudinal y el ejercicio fisico. No obstante,
mas alla de los resultados conceptuales, esta investigacion aportd a aspectos metodologicos para la
investigacion y tratamiento de las personas con EPOC residentes a gran altitud los cuales son

mencionados a continuacion:

1. Protocolo de medicion de HIF-1a, EPO, VEGF (mecanismos, tiempos y estrategias de
medicion) en personas con EPOC residentes a gran altitud, ya que no conocemos otro estudio
que haya realizado un acercamiento a las mediciones realizadas en esta investigacion.
Protocolo registrado en Clinical Trials y WHO ICRTP con nimero: NCT04955977.

2. Protocolo ajustado para ergoespirometria o prueba de ejercicio cardiopulmonar (CPET) para
personas con EPOC residentes a gran altitud. Teniendo en cuenta que las condiciones
ambientales como la hipoxia altitudinal interfiere en el rendimiento fisico, fue necesario
ajustar la CPET para identificar la real condicion fisica real méxima de los sujetos estudio.
Este protocolo esta sometido para evaluacion editorial en RESPIRATORY MEDICINE
AND RESEARCH, N° manuscrito: RESMER-D-23-00258. Recomendamos iniciar un
proceso de validacion con un nlimero mayor de participantes.

3. Programa de ejercicio fisico 8-WVP para pacientes con EPOC, teniendo en cuenta tanto las
condiciones propias de la enfermedad, la exposicion a la hipoxia altitudinal y las necesidades

de educacion en salud y promocion de la actividad fisica. El 8-WVP fue registrado
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(NCT04955977) y esta en fase de publicacion en la revista TRIALS, N° manuscrito: TRLS-
D-23-00282.
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7. Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

De acuerdo a el objetivo general y los objetivos especificos planteados para esta investigacion, se

presentan las siguientes conclusiones:

1. Las personas con EPOC que son residentes a gran altitud pueden presentar un incremento
de 114% en la concentracion plasmatica del HIF-1a en comparacion con los sujetos sanso,
como resultado de los dafios cronicos del parénquima pulmonar, trastornos en la difusion de
0,, ineficiencia ventilatoria y mayor estrés oxidativo.

2. Los niveles de HIF-1a en personas con EPOC fueron mayores en reposo, en el ejercicio y
posterior al esfuerzo fisico en comparacion a los sujetos sanos. No obstante, el programa de
gjercicio fisico de 8 semanas, disminuyo entre el 21 y el 27% los niveles plasmaticos de
HIF-1a en todos los momentos de medicion.

3. No se presentaron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de VEGF
entre pacientes con EPOC y sujetos sanos, no obstante, los resultados demuestran una
tendencia al alta en los sujetos control. Sin embargo, el ejercicio fisico incremento los
niveles de VEGF en EPOC, mejorando la eficiencia de los musculos ventilatorios y
periféricos como resultado de un incremento en la angiogénesis muscular.

4. Los niveles de EPO fueron significativamente menores en todos los momentos de medicion
en las personas con EPOC que en los sujetos sanos. No obstante, el ejercicio fisico
incremento6 la sintesis de EPO en los pacientes con EPOC, pero mas significativamente en
el grupo control.

5. Se evidencié una correlacion negativa significativa entre los niéveles de HIF-la y el
rendimiento fisico maximo medido por CPET; asocidndose con el descenso en las

concentraciones plasmaticas de HIF-1a, a un incremento en el VOspico, mayor esfuerzo

136



10.

11.

12.

fisico con QR mas altos y una mayor eficiencia ventilatoria con menores equivalentes
ventilatorios (VE/VCO,, VE/VO,). Lo anterior, es evidencia de una mejor eficiencia
metabolica oxidativa, con mayor tolerancia al esfuerzo fisico.

El ejercicio fisico en el grupo EPOC increment6 los niveles de VEGF, lo cual se correlaciono
positivamente con una mejor funcion ventilatoria medida por espirométria y por CPET. En
el grupo control no se encontraron cambios significativos espirométricos relacionados con
VEGF, lo cual es de esperar, dado que son sujetos sanos sin patologias que afecten la
mecanica ventilatoria.

En el grupo control se encontrd que el ejercicio fisico promovié cambios hematologicos
relacionados con eritropoyesis, lo cual demuestra la relacion entre HIF-1a, EPO, Hb, Hcto,
RBC y Ret%. No obstante, en personas con EPOC se presentd aumento exclusivamente en
los niveles de VCM, HCM, RBC inmaduros. Estos hallazgos, indican que la respuesta
hematologica al ejercicio fisico en EPOC se relaciona con la policitemia mas que con la
eritropoyesis y/o incremento de Hb.

La disminucion del HIF-10, como resultado del programa de ejercicio fisico de 8 semanas,
se asocia a un mejor desempefio en la CPET, en pruebas de aptitud fisica funcional y a un
menor registro de disnea a leves esfuerzos, como resultado del incremento en la angiogénesis
y la promocion de la eritropoyesis, aspectos que presentan un efecto positivo sobre la
eficiencia celular pulmonar, muscular y hematologica.

El nivel de actividad fisica en adultos mayores residentes a gran altitud es bajo
independientemente de si tienen o no EPOC. No obstante, el nimero de pasos medidos en 5
dias es considerablemente mas bajo en las personas con EPOC que en ancianos sin esta
enfermedad, lo cual, establece que la EPOC genera mayor limitacion para la capacidad de
movimiento.

El 8-WVP increment0 las cualidades fisicas condicionales (resistencia, fuerza y flexibilidad)
de las personas con EPOC a valores comparables con adultos mayores sin enfermedad
respiratoria, mejorando no solamente el rendimiento fisico, sino también la calidad de vida
por disminucion de la disnea y del impacto de los sintomas respiratorios.

El ejercicio en personas con EPOC GOLDI1 con exposicion a hipoxia altitudinal, puede
incrementar los valores de SpO- en reposo a niveles de normalidad sin que esto represente
un riesgo para la estabilidad cardiaca y respiratoria de estos sujetos.

El ejercicio fisico es una estrategia exitosa para mejorar la calidad de vida asociada a la

salud, la aptitud fisica aplicada a tareas funcionales y para disminuir la disnea en personas
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con EPOC. Ademas, la ejecucion del entrenamiento de forma domiciliar disminuye la
probabilidad de desercion y baja adherencia a los programas de rehabilitacion pulmonar.

13. El 8-WVP es un programa de entrenamiento eficiente para mejorar la aptitud fisica de
personas con EPOC. La estructura del programa permite progresar cargas de entrenamiento
fisico de forma segura a través de la modificacion de aspectos como la intensidad del
gjercicio en limites seguros para las personas con EPOC.

14. Los protocolos existentes de CPET para personas con EPOC no son ideales para pacientes
residentes a gran altitud, dado que los cambios fisiologicos propios de la exposicion a bajas
PO, afectan el funcionamiento cardiorrespiratorio, generan fatiga muscular periférica en
esfuerzos sub-maximos y agudizan la disnea y los signos de dificultad respiratoria.

15. Los resultados encontrados en este estudio son un punto de partida para el desarrollo de
futuras investigaciones moleculares en personas con EPOC y otras enfermedades

respiratorias con exposicion a hipoxia altitudinal.

7.2 Recomendaciones

Identificamos el nimero de participantes como la principal limitacion de esta investigacion. Sin
embargo, no encontramos estudios que reportaran los niveles de HIF-1a en pacientes con EPOC que
viven permanentemente en altura, y mucho menos su respuesta aguda, post-aguda o cronica al
gjercicio fisico. Consideramos que nuestros resultados son de interés, considerando que no solo
evidencian resultados en un solo momento puntual de medicion en hipoxia altitudinal, sino que
también mostramos la variacion de la expresion de HIF-1a antes e inmediatamente después del

esfuerzo fisico y después de un periodo de 8 semanas de ejercicio adaptado capacitacion.

La intervencion realizada en este estudio se presenta como una estrategia exitosa para mejorar la
calidad de vida asociada a la salud y la forma fisica, incluso en pacientes con limitaciones severas
como los pacientes con EPOC. Pensamos que la estructura del programa permite realizar cargas
incrementales progresivas de entrenamiento fisico de forma segura, a través de la modificacion de
aspectos como la intensidad y la duracion del ejercicio dentro de limites seguros para personas con
EPOC. Asi mismo, destacamos la necesidad de realizar actividades de promocion y educacion a las

personas con EPOC sobre aspectos de salud respiratoria asociados al esfuerzo fisico.

Consideramos necesario poder desarrollar una investigacion similar con un grupo de participantes a

moderada y baja altitud, como una estrategia para reafirmar los resultados obtenidos en esta
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investigacion. Finalmente, el desarrollo de esta tesis y los resultados encontrados permite iniciar una
linea de investigacion la cual estudie las implicaciones de la hipoxia altitudinal sobre los procesos

fisiologicos y moleculares en enfermedades cronicas no transmisibles.
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A. Anexo 1: Lista de evaluacion metodologica para ensayos
clinicos PEDro

1 0

ITEM ARTICULOS N Z)
Autor O'Shea | Constantin | Iepsen et Amin et | Calik-etal. | Covey et

et al. et al. al. al. al.
1. Criterios de elegibilidad fueron especificados (no se cuenta 1 1 1 1 1 1 6 100
para el total)
2. Sujetos fueron ubicados aleatoriamente en grupos 1 1 1 1 1 1 6 100
3. Laasignacion a los grupos fue encubierta 1 1 1 1 1 1 6 100
4. Los grupos tuvieron una linea de base similar en el indicador 1 1 1 1 1 1 6 100
de prondstico mas importante
5. Hubo cegamiento para todos los grupos 0 1 0 0 1 1 3 50
6. Hubo cegamiento para todos los terapeutas que administraron | 1 0 1 1 0 0 3 50
la intervencion
7.  Hubo cegamiento de todos los asesores que midieron al menos | 0 0 0 1 1 0 2 333
un resultado clave
8. Las mediciones de al menos un resultado clave fueron 1 1 1 1 1 1 6 100
obtenidas en mas del 85% de los sujetos inicialmente ubicados en
los grupos
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9. Todos los sujetos medidos en los resultados recibieron el
tratamiento o condicion de control tal como se les asignd, o sino
fue este el caso, los datos de al menos uno de los resultados clave
fueron analizados con intencidn de tratar

100

10. Los resultados de comparaciones estadisticas entre grupos
fueron reportados en al menos un resultado clave

100

11. El estadistico provee puntos y mediciones de variabilidad para
al menos un resultado clave

100

TOTAL

142
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5. Anexo 2: Lista de evaluacion metodologica para articulos de
revision PRISMA
. ARTICULO N | %
Item
ftem Byer | Shukl | Semenz | O'She | Semen | Trompete | Jelkman | Villam | Elkhate | Wati
s et aet a. aet za 2. ro et al. n, W. iletal. | ebetal. ert
al. al. al. al.
Titulo Titulo 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2 120
Resumen Resumen estructurado 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 90
Introduccio | Justificacion 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
n Objetivo 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
Meétodos Protocolo y registro 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 4 140
Criterios de elegibilidad | 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 4 140
Fuentes de informacion | 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 6 60
Busqueda 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 6 60
Seleccion estudios 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 4 40
Procesos de recopilacion | 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 3 130
Lista de datos 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 4 40
Riesgo de sesgo 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 4 140
Medidas de resumen 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 6 60
Sintesis de resultados 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 8 80
Riesgo de sesto entre 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 4 |40
estudios
Analisis adicionales 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 6 60
Resultados | Seleccion estudios 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
Caracteristicas de los 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
estudios
Riesgo de sesgo 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 8 180
Resultados de los 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 9 90
estudios
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Sintesis de los 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
resultados
Riesgo de sesgo entre 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 8 |80
estudios
Analisis adicionales 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
Discusion Resumen de la evidencia | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
Limitaciones 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 90
Conclusion | Conclusiones 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 | 100
es
Financiacio | Financiacion 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 4 40
n
TOTAL 12 20 18 21 17 16 19 19 26 20
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. o 7 r . .
C. Anexo 3: Lista de evaluacion metodologica para estudios
.
observacionales STROBE
. N| %
VERIFICACION ESCALA STROBE
ITEMS
Autor T Ya Tsa Gusta | Ch [ F L Kol | Drev Mou | Lun | Bru It | Ma Ma Ka Max Sem Sch Lij Robe Davi Sta Dic
o suo | ntes | fsson en u e lert ytska | nier dby nell o son | nal mur | well enza wand | nen | rtson dson ubli | kso
et | et et etal. et et | e et etal. et et eet et | et oet aet etal. | etal. | tet et etal. etal. et net
al | al al. al. al | et | al al. al. al. al | a al. al. al. al. al. al.
al
Titulo 010 |0 0 010 O 0 0 0 0 0 010 0 0 0 0 0 0 (0 0 0 0 00
Contexto/fu | 1 | 1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
ndamentos 410
Objetivos 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
4]0
Disefio del 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
estudio 410
Contexto 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
410
Participante | 1 | 1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
s 410
Variables 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
410
Fuentes de 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
datos 410
Sesgos 0]0 [0 0 0O (0|1 (0 0 0 0 0 0|1 0 0 0 0 0 0 (0 0 0 0 2|8,
33
Tamafo 1)1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
muestra 410
» Variables 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
o cuantitativa 410
a S
o
E Meétodos 1|1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
S estadisticos 410
vy = Q| Participante | 1 | 1 1 1 1 1|11 1 1 1 1 1)1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2|10
= Qa
25z 4|0
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Datos 1|1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
descriptivos 410
Datosdelas | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
variables de 410
resultado
Resultados 1]1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
principales 410
Otros 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1|79
analisis 9.1
6
Resultados 1]1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 2| 83
clave 01,3
Limitacione | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
s 410
% Interpretaci | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
7 on 410
8 Generabilid | 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2110
2} ad 410
)
;5 e —~| Financiacio |1 |0 | O 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1|58
o
EEZ <Zn 413
0&>
Puntaje 2118 (19 | 20 20 | 19 19 {20 | 18 20 (20 |19 |19 |19 | 19 19 | 18 19 19 | 19
total: 0
(cumple
con la
calidad
metodologic
a exigida?
13 puntos o
mas
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D. Anexo 4: Formato consentimiento
informado

Yo identificado (a) con C.C No. expedida en la

ciudad de declaro a través de éste documento que he sido invitado (a) a
participar en un estudio de investigacion denominada “EFECTOS DE UN PROGRAMA DE
EJERCICIO FISICO SOBRE LAS RESPUESTAS MEDIADAS POR HIF-1 RELACIONADAS
CON LA FUNCION VENTILATORIA Y HEMATOLOGICA EN PACIENTES CON EPOC

RESIDENTES A 2600 m, cuyo objetivo es determinar los efectos de un programa de ejercicio fisico
sobre las respuestas mediadas por HIF-1 relacionadas con la funcion ventilatoria y hematologica en
pacientes con EPOC residentes a 2600 m. A continuacion, se presenta informacion que tiene como
finalidad ayudarle a decidir si usted quiere participar en esta investigacion. Por favor léalo
cuidadosamente. Si no entiende algo, o si tiene alguna duda pregintele al investigador; tenga en

cuenta que la participacion total en esta investigacion es de dos meses y medio.

1. Pasos del Estudio:

Fase 1. Evaluacion de la condicion de la salud y el rendimiento fisico.

e Se realizard una evaluacion médica y fisioterapéutica inicial para conocer la
condicion de salud inicial y tener la autorizacion para la vinculacion suya a la

investigacion.

Fase 2. Evaluacion de la funciéon hematologica y de gases arteriales, funcion ventilatoria y calidad

de vida.

e Se le tomara una muestra de sangre arterial de 1 a 3 ml, para el analisis del nivel de

Presion arterial de Oxigeno (PaCO?2).
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Se tomarad una muestra de Sangre Venosa periférica de 20 ml, para el analisis de
variables hematologicas por Hemograma Automatizado y para el desarrollo de pruebas
moleculares de HIF-1, VEGF, EPO por metodologia ELISA.

Se le medira su funcion pulmonar por espirometria para determinar sus valores de VEF1,
CVF y FEVI/CVF.

Se le medira su Aptitud fisica global con pruebas fisicas. Para esto se le aplicara la
bateria de evaluacion Senior Fitnes Test, el cual evalua: 1. Evaluacion de fuerza
miembros superiores mediante Arm curl Test, 2. Evaluacion de fuerza de miembros
inferiores mediante Chair Santd Test, 3. Prueba de caminata de 6 minutos (6MWT) para
evaluar la resistencia cardiovascular y pulmonar, 4. Back scratch, para evaluar la
flexibilidad de la parte superior del cuerpo, 5. Cahir Sit and Reach, para evaluar la
flexibilidad de la parte inferior del cuerpo, 6. Up and Go test, para evaluar la agilidad y

el equilibrio dinamico.

Fase 3. Aplicacion del programa de Ejercicio Fisico.

El programa de ejercicio fisico consta de 8 semanas de entrenamiento; 3 sesiones de por
semana; cada sesion con tiempo de duracion de 60 a 90 min por sesion, distribuidas de
la siguiente manera: calentamiento, entrenamiento central capacidad aerdbica o
fortalecimiento muscular, estiramientos, vuelta a la calma y educacion en salud 20 min.
El programa sera disefiado de forma personalizada y de acuerdo a sus condiciones fisicas

de base.

Fase 4. Reevaluacion de las variables de medicion.

Al finalizar las 8 semanas de entrenamiento fisico, se reevaluara los aspectos
mencionados en la fase 1, para determinar los cambios presentado posterior a la

ejecucion del programa de ejercicio fisico.

2. Asignacion de su participacion a grupos de investigacion.

La asignacion de su participacion a un grupo de investigacion se realizard teniendo en cuenta el

grado de hipoxemia o de disminucion de Presion Arterial de Oxigeno (PaO2) a partir de los

resultados de las muestras de sangre arterial.

148



Anexos 149

Si usted es una persona sin EPOC y que cumple con todos los criterios de inclusion, usted sera
asignado al Grupo Control, el cual recibira las mismas pruebas médicas, terapéuticas y fisicas, como

el programa completo de intervencion.

3. Beneficios de participar en el estudio

Usted recibira un programa de ejercicio fisico que beneficiara su tolerancia a la fatiga, su
independencia funcional y por ende su calidad de vida. Este programa de ejercicio fisico sera
planeado de acuerdo a sus condiciones fisicas de base, lo cual hace que sea un programa seguro y
eficiente para mejorar su rendimiento fisico. Adicionalmente, este programa cuenta con aspectos de
educacion relevante para el cuidado de su salud, lo que le permitira entender su enfermedad y los

aspectos mas importantes para su propio autocuidado.

Por otro lado, con su participacion en esta investigacion apoyara el desarrollo de nuevo conocimiento
sobre la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) que promueva una mejor intervencion
a otras personas con esta condicion de salud. No se le pagara por su participacion en este estudio,

solo se cubriran los viaticos por traslados.

4. Riesgos de participar en este estudio

Las actividades que se van a desarrollar en esta investigacion, son procesos rutinarios en la
evaluacion en intervencion de la EPOC; por lo cual, todas las actividades cuentan con respaldo
académico y cientifico, que garantizan la mayor seguridad para su participacion. El investigador
cuenta con formacion profesional y de posgrado que garantiza el conocimiento sobre cada proceso
a realizar; asi mismo, cuenta con experiencia laboral en el desarrollo de programas fe ejercicio fisico

en EPOC.

Riesgos presentados durante la espirometria: Se presenta como posibles complicaciones
momentaneas relacionadas con accesos tusigenos, broncoespasmo, dolor toracico, sensacion de
mareo e incontinencia urinaria. (Complicaciones poco frecuentes y de manejo ambulatoria). Forma
de manejo: Inicio de oxigenoterapia hasta lograr SaO2 es >90 %, maniobras de retroalimentacion
del ciclo respiratorio y manejo farmacoldgico respiratorio con dosis previamente prescritas a la

persona.

Riesgos presentados durante la toma de sangre arterial o venosa: Dolor pos-puncion, hematomas,

flebitis y trombosis venosas. (Complicaciones comunes frente a la puncion venosa. Son manejables
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de forma ambulatoria). Forma de manejo: Retiro del torniquete y extraccion de aguja de puncion,

compresas frias y elevacion de extremidad de puncion, aplicacion AINES topicos.

Riesgos presentados durante la medicion de las cualidades fisicas o la ejecucion del programa de

gjercicio fisico:

e Exacerbacion de la EPOC sin insuficiencia respiratoria con polipnea 20-30/min, sin uso de

musculos respiratorios accesorios, sin alteraciones del estado mental, sin hipoxemia. Forma de
manejo: Inicio de oxigenoterapia canula nasal hasta lograr un nivel objetivo de la SaO2 es >90
%, maniobras de retroalimentacion del ciclo respiratorio, monitorizacion constante.
Exacerbacion de la EPOC con insuficiencia respiratoria sin riesgo vital, polipnea >30/min, uso
de musculos respiratorios accesorios, tirajes respiratorios e hipoxemia moderada sin alteraciones
del estado mental. Forma de manejo: Inicio de oxigenoterapia mascara Venturi hasta lograr un
nivel objetivo de la Sa02 es >90 %, maniobras de retroalimentacion del ciclo respiratorio,
monitorizacion constante, manejo farmacoldgico respiratorio con Broncodilatadores,
Anticolinérgicos y Glucocorticoide inhalados de acuerdo a formula médica.

Exacerbacion moderada-severa con insuficiencia respiratoria de riesgo vital, polipnea >30/min,
uso de musculos respiratorios accesorios, tirajes espiratorios, alteraciones del estado mental,
hipoxemia que no mejora con la administracion de oxigeno. Forma de manejo: Inicio de
oxigenoterapia alto flujo (Ambu — mascara de anestesia) hasta lograr un nivel objetivo de la SaO2
es 290 %. Inicio RCP basico si lo requiere, manejo farmacoldgico respiratorio con
Broncodilatadores, Anticolinérgicos y Glucocorticoides inhalados de acuerdo a formula médica,
remision a centro hospitalario mas cercano.

5. Confidencialidad y privacidad de los archivos y anonimato.

Solo el equipo investigador puede revisar la informacion suministrada producto de este proyecto.

Con el fin de mantener el anonimato, por lo que cada uno de los cuestionarios diligenciados sera

codificado y no tendra que colocar su nombre. Los resultados de este estudio seran publicados

académicamente, pero nunca se incluira informacion que pueda identificarlo personalmente a usted

o a su familiar.

6. Participacién Voluntaria

La decision de participar en la investigacion es completamente voluntaria; por lo tanto, por la

participacion no recibird ningun beneficio econdmico y la negacion a participar tampoco le acarreara

dificultades. De igual forma, debe entender que es libre de retirarse en cualquier momento sin que
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esto le represente consecuencias negativas. Durante el tiempo en que participe de la investigacion,
tiene la libertad de negarse a contestar cualquier pregunta que le cause incomodidad o si lo decide,
puede retirarse del estudio en cualquier momento, sin que esto afecte la atencion médica de su
familiar, ni ninguna actividad de la cotidianidad. Cuando no entienda una pregunta, tiene la

posibilidad de solicitar aclaracion, recibiendo la informacion necesaria.

Teniendo en cuenta lo anterior de forma voluntaria acepta participar en esta investigacion:

NOMBRE HUELLA:
FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD

FECHA:

Testigo:

NOMBRE

FIRMA

DOCUMENTO DE IDENTIDAD
FECHA:

Declaracion del Investigador: De manera cuidadosa he explicado a los participantes la naturaleza
del protocolo arriba enunciado. Certifico que las personas que leen este consentimiento informado
entienden la naturaleza, los requisitos, los riesgos y los beneficios involucrados por participar en este

estudio.

INVESTIGADOR HUELLA:
FIRMA DEL INVESTIGADOR

DOCUMENTO DE IDENTIDAD

FECHA:
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E.

Anexo 5: Listado de cumplimiento
de recomendaciones SPIRIT

2013 Checklist: Recommended items to address in a clinical trial protocol and related

documents*

Section/it Ite Description Addresse
em m d on
No page
number
Administrative information
Title 1 Descriptive title identifying the study design, population, 1
interventions, and, if applicable, trial acronym
Trial 2a Trial identifier and registry name. If not yet registered, name 53
registration of intended registry
2b All items from the World Health Organization Trial 1
Registration Data Set
Protocol 3 Date and version identifier 1
version
Funding 4  Sources and types of financial, material, and other support 76
Roles and 5a Names, affiliations, and roles of protocol contributors 1,2, 74
responsibili
ties 5b Name and contact information for the trial sponsor 74,75
5¢c Role of study sponsor and funders, if any, in study design;
collection, management, analysis, and interpretation of data; 75

writing of the report; and the decision to submit the report
for publication, including whether they will have ultimate
authority over any of these activities
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Introducti
on

5d

Backgroun 6a

d and
rationale

6b

Objectives 7

Trial
design

8

Composition, roles, and responsibilities of the coordinating 74, 75
centre, steering committee, endpoint adjudication

committee, data management team, and other individuals or
groups overseeing the trial, if applicable (see Item 21a for

data monitoring committee)

Description of research question and justification for 2-20
undertaking the trial, including summary of relevant studies
(published and unpublished) examining benefits and harms

for each intervention

Explanation for choice of comparators 52, 53

Specific objectives or hypotheses 51

Description of trial design including type of trial (eg, parallel 51
group, crossover, factorial, single group), allocation ratio,

and framework (eg, superiority, equivalence, noninferiority,
exploratory)

Methods: Participants, interventions, and outcomes

Study
setting

Eligibility
criteria

9

10

Interventio 11

ns

a

Description of study settings (eg, community clinic, 51
academic hospital) and list of countries where data will be
collected. Reference to where list of study sites can be
obtained

Inclusion and exclusion criteria for participants. If applicable, 56
eligibility criteria for study centres and individuals who will
perform the interventions (eg, surgeons, psychotherapists)

Interventions for each group with sufficient detail to allow 63-65
replication, including how and when they will be
administered
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11 Criteria for discontinuing or modifying allocated 61
interventions for a given trial participant (eg, drug dose
change in response to harms, participant request, or
improving/worsening disease)

11 Strategies to improve adherence to intervention protocols, 61
¢ and any procedures for monitoring adherence (eg, drug
tablet return, laboratory tests)

11 Relevant concomitant care and interventions that are 61
permitted or prohibited during the trial

Outcomes 12 Primary, secondary, and other outcomes, including the
specific measurement variable (eg, systolic blood pressure),
analysis metric (eg, change from baseline, final value, time
to event), method of aggregation (eg, median, proportion),
and time point for each outcome. Explanation of the clinical
relevance of chosen efficacy and harm outcomes is strongly
recommended

6,7,8

Participant 13 Time schedule of enrolment, interventions (including any 67-70
timeline run-ins and washouts), assessments, and visits for

participants. A schematic diagram is highly recommended

(see Figure)

Sample 14 Estimated number of participants needed to achieve study  56-58
size objectives and how it was determined, including clinical and
statistical assumptions supporting any sample size
calculations

Recruitme 15 Strategies for achieving adequate participant enrolmentto  56-58
nt reach target sample size

Methods: Assignment of interventions (for controlled trials)

Allocation:
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Sequen 16
ce a
generati
on
Allocatio 16
n b
conceal
ment
mechani
sm
Implem 16
entation ¢
Blinding 17

(masking) a

Method of generating the allocation sequence (eg, 52
computer-generated random numbers), and list of any

factors for stratification. To reduce predictability of a random
sequence, details of any planned restriction (eg, blocking)
should be provided in a separate document that is

unavailable to those who enrol participants or assign
interventions

Mechanism of implementing the allocation sequence (eg, 53
central telephone; sequentially numbered, opaque, sealed
envelopes), describing any steps to conceal the sequence

until interventions are assigned

Who will generate the allocation sequence, who will enrol 59
participants, and who will assign participants to
interventions

Who will be blinded after assignment to interventions (eg, 59
trial participants, care providers, outcome assessors, data
analysts), and how

If blinded, circumstances under which unblinding is 59
permissible, and procedure for revealing a participant’s
allocated intervention during the trial

Methods: Data collection, management, and analysis

Data 18
collection a
methods

Plans for assessment and collection of outcome, baseline, 69
and other trial data, including any related processes to

promote data quality (eg, duplicate measurements, training

of assessors) and a description of study instruments (eg,
questionnaires, laboratory tests) along with their reliability

and validity, if known. Reference to where data collection

forms can be found, if not in the protocol
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18 Plans to promote participant retention and complete follow- 69
up, including list of any outcome data to be collected for
participants who discontinue or deviate from intervention

protocols
Data 19 Plans for data entry, coding, security, and storage, including 69
manageme any related processes to promote data quality (eg, double
nt data entry; range checks for data values). Reference to

where details of data management procedures can be
found, if not in the protocol

Statistical 20 Statistical methods for analysing primary and secondary 69-70
methods a outcomes. Reference to where other details of the statistical
analysis plan can be found, if not in the protocol

20 Methods for any additional analyses (eg, subgroup and 11
b adjusted analyses)

20 Definition of analysis population relating to protocol non-
¢ adherence (eg, as randomised analysis), and any statistical
methods to handle missing data (eg, multiple imputation)

Methods: Monitoring

Data 21 Composition of data monitoring committee (DMC); summary 11
monitoring a of its role and reporting structure; statement of whether it is
independent from the sponsor and competing interests; and
reference to where further details about its charter can be
found, if not in the protocol. Alternatively, an explanation of
why a DMC is not needed

21 Description of any interim analyses and stopping guidelines, 11
b including who will have access to these interim results and
make the final decision to terminate the trial

Harms 22 Plans for collecting, assessing, reporting, and managing 11
solicited and spontaneously reported adverse events and
other unintended effects of trial interventions or trial conduct

156



Anexos

157

Auditing 23 Frequency and procedures for auditing trial conduct, if any,

and whether the process will be independent from
investigators and the sponsor

Ethics and dissemination

Research 24
ethics
approval

Protocol 25
amendmen
ts

Consent or 26
assent a

26

Confidenti 27
ality

Declaratio 28
n of
interests

Accessto 29
data

Ancillary 30
and post-
trial care

Plans for seeking research ethics committee/institutional
review board (REC/IRB) approval

Plans for communicating important protocol modifications
(eg, changes to eligibility criteria, outcomes, analyses) to
relevant parties (eg, investigators, REC/IRBs, trial
participants, trial registries, journals, regulators)

Who will obtain informed consent or assent from potential
trial participants or authorised surrogates, and how (see
Item 32)

Additional consent provisions for collection and use of
participant data and biological specimens in ancillary
studies, if applicable

How personal information about potential and enrolled
participants will be collected, shared, and maintained in
order to protect confidentiality before, during, and after the
trial

Financial and other competing interests for principal
investigators for the overall trial and each study site

Statement of who will have access to the final trial dataset,
and disclosure of contractual agreements that limit such
access for investigators

Provisions, if any, for ancillary and post-trial care, and for
compensation to those who suffer harm from ftrial
participation

11

12

12

12

12

12

12

11
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Disseminat 31

ion policy

Appendic
es

Informed
consent
materials

Biological
specimens

a

31

31

32

Plans for investigators and sponsor to communicate trial 12
results to participants, healthcare professionals, the public,

and other relevant groups (eg, via publication, reporting in
results databases, or other data sharing arrangements),
including any publication restrictions

Authorship eligibility guidelines and any intended use of 14
professional writers

Plans, if any, for granting public access to the full protocol, 11
participant-level dataset, and statistical code

Model consent form and other related documentation given 12
to participants and authorised surrogates

Plans for collection, laboratory evaluation, and storage of 12
biological specimens for genetic or molecular analysis in the
current trial and for future use in ancillary studies, if

applicable
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F.

Anexo 6: Formato Historia Clinica de

la investigacion

COMPORTAMIENTO DEL HIF-1a EN PACIENTES CON EPOC RESIDENTES A GRAN Cadig
ALTITUD, ANTES Y DESPUES DE UN PROGRAMA DE EJERCICIO FiSICO DE 8 o PTE

SEMANAS.

Evaluacion de linea de base y de egreso.

1. DATOS PERSONALES
Apellidos Nombres: Fecha / Hora
Fecha de nacimiento: Documento de identidad:
Sexo: Estado Civil: Dominancia: Edad:
Direccion: Procedencia: N° Teléfono / N° Celular:
Acompafiante del usuario: Parentesco: Teléfono:
2. EVALUACION INICIAL
1. SIGNOS VITALES DE INGRESO
FC FR rpm: PA Sa T
ppm: mmH 02

g Yo:
EKG reposo:
2. COMPOSICION CORPORAL
PESO TALL IMC kg/m? Bajo Normal Sobrepeso | Obesidad Tipo Obesidad Relacion cintura - Cadera
kg A mt 1 Tipo II

*Cintura:
*Cadera:

3. SCREENING CARDIOVASCULAR - PULMONAR
Modo respiratorio: Expansion toracica: Auscultacion respiratoria:
Modalidad Signos dificultad respiratoria: Auscultacion cardiaca:
respiratoria:
4. SCREENING NEUROLOGICO
Estado de Reflejos osteotendinosos: Pares Craneales: Otros:

conciencia:
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Equilibrio, Reflejos Patologicos: Dolor:
coordinacion y
balance:

5. SCREENING MUSCULOESQUELETICO

Integridad Fuerza muscular Marcha y locomocion .
Articular Tren superior (5/5) Otros:
Tren superior

Integridad Fuerza Ayudas asistidos

Articular Tren Inferior (5/5)

Tren Inferior

6. SCREENING INTEGUMENTARIO

Integridad tegumentaria

7. ANTECEDENTES

Personales Familiares Farmacologicos

8. CONCEPTO DE APTITUD FiSICA PARA EL DESARROLLO DE LAS MEDICIONES.

FIRMA MEDICO EVALUADOR:

3. FUNCION PULMONAR POR ESPIROMETRIA

1 2 3
F F FEV1 PE FEF FEV1/ FvC FE FE P F FE F FEV FEV1 PEF FEF FEV
\% E /EVC F 25- Vemax (Lo V1 V1 E E v/ \% 1 /EVC (L 25- 1/Ve
c |V | @ | 75% | % m)y |@ |F |F | F | ve c | @ (%) mls | 75% | max
( 1 ml (L ml v (L 2 ma (L | ml eg) (L %
L ( /se ml/s /se C ml |5 x% o /seg) ml/s
o | L g) eg) g) % | /s - m eg)
m | m ) eg 7 )]
|1 ) 5
. o
7z /s Z % Z
N O e Ne) ( ;o
— g) — L —
@) (@] m Q
- = v -
a a s _
= = ) =
= = . =
g
: : e 2
Vv Vv Valor Va Valo Valor: a Valo Va Va Vv Vv Val Vv Valo Valor Valo Valo Valo
= a al : lor r: Z r: lor lor al al or: = al r : r r r
E ! 0 : D : : or 0 @] or
E 0 o S . o E .
Al N [
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% | % | % % % % % % % % % | % % | % % % % %
P P pred: pr pred | pred: pred | pr pr pr | p pre pr | pred | pred: pred pred | pred
r re ed: : : ed ed ed r d: ed | : : : :
e d: : : : e :
d d
4. CONTROL HEMOGRAMA Y PLASMA
M1 HEMOGRAMA [€))
- 1GO
REPOSO
PLASMA [€))
1GO
M2 HEMOGRAMA [€))
: 1GO
AGUDO 30
MIN
PLASMA [€))
1GO
M2.1 HEMOGRAMA [€))
o IGO
AGUDO 12 H
PLASMA coD
1GO
5. ERGOESPIROMETRIA
SIGNOS VITALES DE REPOSO
FC FR PA Sa T:
ppm: rpm: mm (0]
Hg: 2
%
M | W | RPM FC SpO TA VE Vo2 v v v R Fe FeCO2 Pe PetC Borg - : 14
i A 2 L/ml mil/ C E/ (6] - 02 % tO 02 10 Finalizacién
n | T mn | 02 |V | ¥ % 2 | mm prueba
u T mi 02 | K m Hg
t i - g m
o mi ml H
n /k g
4 "
mi
6 n
1 1. Aspectos de
rendimiento
2 No
incremento
del VO2max
durante 3
M | W | RPM | FC | SpO | TA VE | VO2 |V |V |V | R | Fe | FeCO2 | Pe | PetC | Borg | minutos
i | A 2 Lm |mil |C |® |0 |- |02 |% 0 | 02 10 seguidos.
n T min 02|V 2/ % 2 mm
u T mi 02 | K m Hg
Ql V|- e m
N o mi ml H
-4 n /k g
= /
= g
= mi
N n
= 1 No
mantenimient
o de las RPM
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2 durante 3 min
consecutivos
3 Coeficiente R
>1.2
4
5 Cumplimiento
del protocélo
de medicion -
12 min de
6 carga
incremental
7 Dolor
muscular
incapacitante
para continuar
8 con la prueba
9 Reporte
fatiga con
presencia de
diaforesis,
1 rubor facial o
0 taquipnea
excesiva.
1 2. Aspectos
1 Clinicoss
1 Dolor
2 retroesternal,
irradiado a
MMSS
Dercho
M | W | RPM FC | SpO TA VE vo2 |V v v Fe FeCO2 Pe | PetC | Borg
i A 2 L/ml | mil/ C E/ (0] 02 % tO | 02 10
n T min 02 [V 2/ % 2 mm
u T mi 02 | K m Hg
t i - g m
o mi ml H
n /k g
g/
Q mi
§ n
1 Dolor
abdominas
espontaneo,
no controlado
P) y de
caracteristicas
incremental
M | W | RPM FC SpO TA VE Vo2 v v v Fe FeCO2 Pe | PetC Borg Signos
i A 2 L/ml | mil/ C E/ (0] 02 % tO | 02 10 dificultad
n T min 02 |V 2/ % 2 mm respriatoria
u T mi 02 | K m Hg (tirajes, aleteo
t i - g m nasal, cianosis
o mi ml H peribucal,
n /k g taquipnea)
g/
mi
n
1 NA NA N N N NA NA N NA
A A A A
2 NA NA N N N NA NA N NA Inestabilidad
A A A A hemodinamica
y respiratoria
con
3 NA NA N N N NA NA N NA hipotension,
@] A A A A bradicardia,
E desaturacion.
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4 NA NA N N N N [ NA NA N NA Sensacion de

A A A A A mareo,

Yénig?,
5 NA NA N N [N [ N]|NA | NA N [ NA tinllitl;;,.

A A A A A parestesias,
disestesias,
fotofobia,

6 NA |NA | N | N | N | N|NA | NA N | NA epistaxis.

A |A | A |A A

6. APTITUD FISICA FUNCIONAL
6MWT Sit To Stand - | Arm Curl Hand Sit and Reach | Back Scratch Otro

30 seg Test - 30 seg | Grip Test test report

(3
F 30 MM M | 1L M 1. MM
c se SS-1 M MII SS-1
Fi gu SS -1
na nd
1 08
F 2. 2.
c
1
F 3. 3.
c
3
ﬁ MM M | L. M 1. MM
ts SS- M MII SS-
D Ss -D D
-D

B 2. 2.
g
!
0

So 3. 3.

po

rte
8. EGRESO DEL PARTICIPANTE
SIGNOS VITALES DE EGRESO
FC FR PA Sa T
ppm: rpm: mm (0]

Hg: 2
%
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G.

signos vitales de ingreso y egreso a cada sesion

Anexo 7: Formato de asistencia a sesiones y control de

Sesi Fech Signos vitales de ingreso Signos vitales de ingreso Firma del Firma del
on a Paciente Profesiona
|

1 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

2 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

3 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

4 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

5 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

6 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

7 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

8 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

9 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

10 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

11 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

12 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr

13 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
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14 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
15 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
16 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
17 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
18 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
19 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
20 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
21 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
22 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
23 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
24 FC TA Sa02 Fr FC TA Sa02 Fr
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H. Anexo 8: Resumen grafico de la
revision sistematica publicada
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