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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

CC-16: Proteinas derivadas de las células claras
CO: Monéxido de Carbono

COz: Dioxido de Carbono

DE: Desviacion estandar

EBC: Aire espirado condensado

GPHx: Glutation peroxidasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutatién oxidado

HCIO4: Acido perclérico

H20,: Peroxido de hidrégeno

HOCI: Acido hipocloroso

H3PO4: Acido fosférico

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
MAP: Proteina kinasa activada por mitdgenos
MDA: Malondialdehido

NADPHox: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
NF-kB: Factor Nuclear kappa B

MP+o: Material particulado respirable

NO-: Oxido nitrico

NO.: Diéxido de nitrégeno

NO,-: Nitrito

O3: Ozono

Oze¢- : Anidn superoxido

OHe: Radical hidroxilo

ONOO-: Peroxinitrito

SO;: Diéxido de azufre

SOD: Superédxido dismutasa

TBA: Acido tiobarbitarico

TBARSs: Derivados de la reaccion con el acido tiobarbiturico
TBA: Acido tiobarbiturico

VEF: Volumen espiratorio forzado durante el primer segundo
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RESUMEN

Se utilizé el analisis del aire espirado condensado (EBC) para evaluar el impacto de
las carreras de resistencia sobre la formacion de pro-oxidantes, lipidoperoxidacion e
inflamacion pulmonar. Dieciocho, doce y diecisiete corredores aficionados sanos, de
ambos sexos, participaron en pruebas de 10, 21 y 42 km respectivamente. Se
obtuvieron muestras de EBC previo, a los 20 y 80 minutos posteriores a las carreras.
Se determin6é la concentracion de H»O,, NO,, MDA y pH. Post-carrera los
participantes de 21 y 42 km presentaron mayor concentracién de H,O, y NO3™ sin
observarse variaciones en el grupo de 10 km. No se evidenciaron cambios en la
concentracion de MDA dentro los grupos de 10 y 42 km respectivamente, tampoco
se observo diferencias al comparar los grupos referidos. El pH no mostré diferencias
dentro de los grupos. El promedio de AH;O, y ANO;" en el grupo de 42 km fue
mayor respecto del grupo 10 km. El promedio de los ApH disminuy6 para 21 y 42km.
Para el grupo de 10 km se observd un aumento de este parametro, mostrando un
promedio significativamente mayor que para 21 y 42 km. Los AH,O, y ANO,
correlacionaron en forma directa con el tiempo de carrera, mientras ApH, mostré una
asociaciéon inversa. Los valores de H,O, y NOy correlacionaron entre si de forma
directa, mientras el pH mostré correlaciones inversas con los valores de H,O, y NOy
respectivamente. En conclusion, el ejercicio intenso prolongado favorece el aumento
de los pro-oxidantes y favorece la inflamacidon pulmonar, sin modificaciones sobre la
lipidoperoxidacion. El tiempo de carrera se relaciona con la magnitud de la formacion

de pro-oxidantes y la inflamacién aguda pulmonar post ejercicio.

Palabras claves: condensado de aire espirado, estrés oxidativo en el pulmodn,

ejercicio fisico, corredores de larga distancia.
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ABSTRACT

Exhaled breath condensate (EBC) was used to evaluate impact of endurance
races on pro-oxidative formation, lipoperoxidation and pulmonary inflammation.
Eighteen, twelve and seventeen healthy recreational runners, of both sexes, took
part in 10, 21 and 42 km runs, respectively. EBC samples were collected before the
run, at 20 and at 80 minutes after the run. Concentrations of H>O,, NO-,
malondialdehyde (MDA) and pH were determined. After the run, participants of the
21 and 42 km circuits showed higher H,O, and NO; concentrations while no
variations were observed in the 10 km group. There were no observed changes in
MDA concentration within the 10 and 42 km groups, and there were no differences
when comparing them. pH showed no differences within these groups. AH;0, y
ANO;, averages in the 42 km group were higher than in the 10 km group. ApH
averages decreased for the 21 and 42 km groups. An increase in this parameter was
observed in the 10 km group, showing a significantly higher average value than 21
and 42 km groups. AH,O2 y ANO;" correlated directly with race time, while ApH,
showed an inverse correlation. H,O, y NOy™ values correlated directly between them,
while pH showed inverse correlations with H,O, y NO, values respectively. In
conclusion, intense prolonged exercise favors the increase in pro-oxidative levels
and pulmonary inflammation, with no modifications on lipoperoxidation. Running time
also relates to the magnitude of pro-oxidative formation and acute post exercise

pulmonary inflammation.

Keywords: exhaled breath condensate, oxidative stress in the lung, physical

exercise, long distance runners.
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1. INTRODUCCION
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El ejercicio fisico aumenta la generacion de pro-oxidantes y favorece el dafio
oxidativo (OS) tanto sistémico como organo especifico (Sachdev y Davies, 2008;
Powers et al., 2010). El dafo oxidativo inducido por ejercicio fue reportado
inicialmente hace mas de 30 afios (Dillard et al., 1978), sin embargo, sus efectos
pulmonares han sido poco abordados, mas aun, los estudios desarrollados utilizan
casi exclusivamente modelos animales. En muestras de tejido pulmonar se ha
reportado dafio oxidativo a proteinas (Guidi et al., 2011; Radak et al., 1998), lipidos
(Reddy et al.,, 1998) y al ADN (Asami et al., 1998) en animales que realizaron

ejercicio en forma aguda.

Uno de los contextos mas habituales de la aparicion de OS es formando parte
de un proceso inflamatorio (Holguin y Fitzpatrick, 2010), esta asociacién cobra
particular importancia ya que en varias enfermedades pulmonares, el OS ha sido

involucrado como participante en su origen o progresion (Ward, 2010).

Previamente en deportistas de resistencia se ha encontrado un patrén
inflamatorio de su via aérea, determinado a través del estudio del lavado bronquio-
alveolar y biopsia endobronquial en esquiadores (Sue-Chu et al., 1999; Karjalainen,
2000). A pesar del gran aporte del estudio directo de tejido pulmonar, la obtencion
de las muestras no esta exenta de riesgos, ademas requiere materiales y personal
entrenado. Esto promovié el surgimiento de métodos experimentales no invasivos
para estudiar el sistema respiratorio; NO exhalado, lavado nasal y esputo inducido.
Utilizando estas metodologias, en humanos se ha descrito el dafio oxidativo e
inflamacion originada en la via aérea en esquiadores de fondo (Sue-Chu et al.,
2010), nadadores (Pedersen et al., 2008) y corredores de resistencia (Bonsignore et
al.,, 2001; Chimenti et al., 2010). Sumado a los métodos referidos, utilizando
muestras de condensado del aire espirado (EBC) en ejercicio se han medido
marcadores de OS; Nowak et al., 2001, no encontraron diferencias en las
concentraciones de H,O, y de TBARs después de un ejercicio en cicloergdmetro.
Marek et al., 2008 encontraron similares resultados al estudiar la concentraciones de
H,0O,. Font-Ribera et al., 2010 en nadadores de piscina, no encontraron diferencias
en la concentracion de 8-isoprostanos. Araneda et al., 2005 encontraron aumentos
de la concentracion de H,O, y malondialdehido (MDA) en EBC, tanto en muestras

obtenidas en la escalada a una altura de 6125 metros, como en ciclistas a una altura
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de 2160 metros. Un reporte posterior mostré un aumento de la concentracion de
H,O, y 8-isoprostanos en participantes de competencias de biatlon que entrenaban
en la altura (Heinicke et al., 2009). En la siguiente tesis se evaluaron las
modificaciones agudas por ejercicio sobre indicadores de la formacion de pro-
oxidantes, dafo oxidativo e inflamacién pulmonar medidas en muestras de EBC

obtenidas de participantes de carreras de resistencia a baja altura.

15



RADICALES LIBRES, ANTIOXIDANTES Y DANO OXIDATIVO

El vivir en condiciones aerdbicas implica la formacién de sustancias pro-
oxidantes, que pueden ser definidas como un grupo de elementos quimicos que dan
lugar a la formacion de radicales libres. Entre los pro-oxidantes de relevancia
biolégica son cruciales las especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrégeno.
Las reacciones formadores de pro-oxidantes mas relevantes pueden ser analizadas

en la figura 1.

A

Superoxido O, ~
Hidroxilo OH’
Peroxilo ROZ.
Alcoxilo RO°®
Hidroperoxilo HOz.
B
Per6xido de Hidrogeno H,0,
Acido Hipocloroso HOCI
Ozono O,
Peroxinitrito ONOO

Figura 1. Sustancias pro-oxidantes que corresponden a especies reactivas derivadas de oxigeno y
del nitrégeno formadas habitualmente en los organismos aerébicos. (A) Sustancias pro-oxidantes del
tipo radicales libres (B) Sustancias pro-oxidantes no radicales. Adaptado de Halliwell, Barry y
Gutteridge, John M.C. Free Radicals in Biology and Medicine Tercera edicion. Oxford University press
1999, capitulo 1.
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Los radicales libres son atomos o moléculas que, en términos generales poseen
alta reactividad, ya que en su estructura contienen uno o mas electrones
desapareados, de esta forma pueden interactuar quimicamente aceptando o
cediendo electrones con las diferentes variedades de biomoléculas que nos
constituyen; lipidos, proteinas, hidratos de carbono y acidos nucleicos. Este proceso,
genera cambios estructurales de las biomoléculas, con la consecuente alteracion
de las condiciones de funcionamiento normal de nuestras células, relacionandose
ademas con distintos estados de enfermedad (Halliwell y Gutteridge, 1999; Valko et
al., 2006).

Del mismo modo y dado que en estado fisioldgico se forman radicales libres en
nuestro organismo (figura 2), como contraparte, existe un sistema constituido por
moléculas que desarrollan funciones antioxidantes. Los antioxidantes pueden ser
definidos como aquellas sustancias, que en pequefias concentraciones, son capaces
de interactuar directamente o impedir la generacion de radicales libres, y con esto,

aminorar el dano oxidativo (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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(1) H,0, > 20H°

(2) Fe2+H,0, = Fe+OH +20H"

(3) 0, + O, > H,0,

NADPHox
(4) NADPH +20, > NADP"+H "+20,

(5) O;"+0;" > H,0,+Cl - HOCI

MPO
(6) "NO+O0O, ->ONOO

Figura 2. Reacciones de generacion de pro-oxidantes relevantes en cuanto a la frecuencia de su
generacion, asi como su participacion en los diversos procesos biolégicos que involucran la
generacion de dafo oxidativo. (1) y (2) Formacion de hidroxilo a partir de H,O, por la accién de la
radiacion ultravioleta y por la presencia de Fe*? (reaccion de Fenton) respectivamente. (3) Formacion
de H,O, por la dismutaciéon de radicales superoxido. (4) Formacion de radical superéxido por la
accion de la enzima NADPH oxidasa. (5) Formacion de acido hipocloroso por la accién de la
mieloperoxidasa (MPO). (6) Formacién de peroxinitrito a partir de la reaccion entre 6xido nitrico y
radicales superoxido.

Las moléculas con funcién antioxidante presentes en nuestro organismo pueden
ser agrupadas en dos grandes categorias; las no enzimaticas, también conocidas
como quebradoras de cadena o sacrificiales (figura 4). Dentro de este grupo se

encuentran el acido ascérbico (vitamina C), el alfa tocoferol (vitamina E), el acido
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urico, proteinas, glutation, melatonina, quelantes de metales y sustancias de origen
vegetal obtenidos a partir de la dieta como flavonoides y carotenoides (Halliwell et
al., 2005). Su mecanismo de funcionamiento es que pueden interactuar de forma no
especifica con los mas variados tipos de radicales libres, transformandose ellos en
radicales libres de menor reactividad, y en consecuencia, participando en la
mantencion del estado redox en condiciones normales o aminorando el desequilibrio

oxidativo.

La segunda categoria de sustancias antioxidantes corresponde a las del tipo
enzimatico donde destaca el rol que desarrollan enzimas de alta distribucion en los
diferentes tejidos de nuestro organismo como la catalasa, superoxido dismutasa
(SOD) y la glutation peroxidasa (GPHx). Las reacciones especificas en que las

enzimas estan involucradas se detallan en la figura 3.

Catalasa

(1) H,0 - H,0+0,

GPH,
2) H,0,+GSH > GSSG +2H,0

SOD
(3) 0, > H,0,+0,

Figura 3. Reacciones que involucran la accién de antioxidantes del tipo enzimatico en nuestro
organismo. (1) Accion de la catalasa, catalizando la formacién de agua y oxigeno a partir de perdxido
de hidrégeno. (2) Accidén de la glutation peroxidasa degradando el peréxido de hidrégeno en
presencia de glutation. (3) Accion de la superoxido dismutasa acelerando la dismutacion de
superoxido en peroxido de hidrégeno. Abreviaturas. SOD: superdxido dismutasa, GPHXx: glutation
peroxidasa, GSH: glutatién reducido, GGSG: glutation oxidado.

La relacion entre la produccidon de radicales libres y las defensas antioxidantes

en cuanto a su concentracion (no enzimaticas) o actividad (enzimaticas) forman
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parte de un estado de equilibrio que permite el mantenimiento y funcionamiento
normal de los diversos tejidos de nuestra economia, constituyendo en si mismo, una
propiedad de los sistemas tisulares conocido como el estado redox del organismo u
organo. Cuando el estado de equilibrio fisiolégico entre oxidantes y antioxidantes se
altera, se dan las condiciones que originan la alteracién del estado redox conocido
como estrés oxidativo (Valko et al., 2006). La aparicion del estrés oxidativo ha sido
implicado en multiples patologias como el cancer, ateromatosis, fendmenos

isquémicos, autoimunes e infecciosos (Valko et al., 2006).

Acido urico
Glutation
Albumina

Alfa tocoferol
Acido ascérbico

Bilirrubina

Flavonoides

Carotenoides

Figura 4. Antioxidantes no enzimaticos presentes en los liquidos corporales de humanos.

20



EVALUACION DEL ESTADO REDOX

Con objeto de determinar la situacion del estado redox en un modelo
experimental, se debe recurrir a evaluar las condiciones de cada uno de sus
constituyentes. De esta forma se hace necesario determinar la formacion de pro-
oxidantes. En condiciones ideales es aconsejable medir los radicales libres
directamente, sin embargo, debido a que estas sustancias quimicas son de breve
vida media, sumado a la sofisticacién y costos de las determinaciones, hace que
muchas veces esto sea poco probable de realizar. Por esta razén, se acude a
evaluar las concentraciones de pro-oxidantes de estructura mas estables, que
ademas se originan a partir de radicales libres (Ej: dismutacion del superdxido en
peréxido de hidrégeno, ver figura 2 ecuacién 3). Otro acercamiento necesario para
conocer el estado redox, es a través de la medicion de la cantidad (antioxidantes no
enzimaticos) o actividad (antioxidantes enzimaticos) de los antioxidantes. En ultimo
término, completando el cuadro del estado redox, es adecuado conocer el efecto de
la accion de los pro-oxidantes sobre sus dianas bioldgicas, habiéndose desarrollado
para esto técnicas analiticas que permiten conocer la repercusion del desequilibrio

oxidativo sobre lipidos, proteinas y acidos nucleicos (figura 5).

Proteinas Carbonilos
Nitracion de proteinas

Lipidos Malondialdehido
4-hidroxi-2-nonenal
Isoprostanos

Dienos conjugados

Acidos nucleicos 8-Hidroxideoxiguanosina

8-Hidroxiguanosina

Figura 5. Marcadores de dafio oxidativo utilizados con mayor frecuencia.
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DANO OXIDATIVO INDUCIDO POR EJERCICIO

El ejercicio fisico es una condicion que promueve el desequilibrio oxidativo. Este
fendmeno ha sido un campo de activa investigacion desde finales de los afios 70. En
esa eépoca, uno de los primeros estudios mostro incrementos en el pentano exhalado
como indicador de lipidoperoxidacion en humanos que realizaban ejercicio (Dillard
et al., 1978). De ahi en adelante, este campo ha sido ampliamente abordado,
contando con mas de dos mil trabajos referenciados en la base de datos PUBMED.
La actual evidencia, conforma un gran cuerpo de informacién constituido por sendos
estudios en animales y humanos que han sido revisados por varios autores hasta la
fecha (Ji, 1995; Ji et al.,, 2004; Powers y Jackson, 2008; Ji, 2008 ; Sachdev vy
Davies, 2008).

Una primera area de interés en el estudio de este fendbmeno corresponde a la
caracterizacion del ejercicio como una condicion donde aumenta la produccién de
sustancias pro-oxidantes, reportandose incrementos de la produccion del anién
superoéxido (Reid et al., 1992), perdxido de hidrogeno (Reid et al., 1992), hidroxilo
(O'Neill et al., 1996) y 6xido nitrico (Balon et al., 1994). Los resultados anteriores han
sido llevados a cabo estudiando el tejido muscular principalmente en condiciones
controladas in vitro con una contraccion muscular inducida, pero no describe las
fuentes de pro-oxidantes en ejercicio que se pueden dar in vivo en otros procesos
celulares y tejidos. En la misma direccion, multiples son los estudios que han
evaluado el efecto de la suplementacion con sustancias antioxidantes con resultados
no siempre consistentes (Abbey y Rankin, 2011; Allgrove et al., 2011; Gul et al.,
2011; McAnulty et al., 2011; Theodorou et al., 2011). A continuacion se resumen los
principales antecedentes respecto al mecanismo de incremento de pro-

oxidantes/dafo oxidativo que han sido propuestos durante el ejercicio:

a) Activacion Mitocondrial: las mitocondrias son un gran sitio de produccion de
radicales libres, sobre todo a partir de los complejos proteinicos | y Ill de su
membrana, especificamente alli se forma anion superoxido y perdxido de hidrégeno
(Brand, 2010). En ejercicio se ha determinado un incremento de la formacion de pro-
oxidantes mitocondriales en un modelo de ejercicio en ratas (Boveris y Navarro,
2008).
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b) Xantina-oxidasa/reductasa: En un modelo animal se demostré la activacion de
la xantina-oxidasa por ejercicio (Gomez-Cabrera et al., 2005). En humanos también
se incrementan los pro-oxidantes a nivel plasmatico en ciclistas (Gémez-Cabrera et
al., 2003), hecho que fue atribuido a la accion de la xantino oxidasa, ya que el
fendmeno fue suprimido por la administracién de allopurinol (Gémez-Cabrera et al.,
2008). Recientemente se demostro el incremento del anion superoxido extracelular
en un modelo de contraccidn muscular de raton. El origen de este incremento
también fue atribuido a la activacion de la xantino-oxidasa (Gomez-Cabrera et al.,
2010).

c) Fagocitos sanguineos y tisulares: el ejercicio incrementa el numero de
leucocitos con capacidad fagocitica. Estas células son activas generadoras de pro-
oxidantes derivados del oxigeno y del nitrégeno (Babior et al., 1976). Un reporte
inicial en un protocolo de intensidad submaximal mostré una disminucion de la
produccion de H,O, derivado de leucocitos polimorfonucleares (Macha et al., 1990).
En ciclistas la capacidad de formar pro-oxidantes (estallido respiratorio) se mantuvo,
mientras se observd un mayor numero de neutrofilos hasta ocho horas posteriores a

la prueba, lo que a la larga implica un potencial dafio oxidativo (Kakanis et al., 2010).

d) Oxido nitrico sintasa: en un modelo de contraccion de fibras musculares in vitro
se ha descrito el incremento de la actividad de la oxido nitrico sintasa del tipo
neuronal con aumento de la formacion de 6xido nitrico y de peroxinitrito enviado al
espacio extracelular (Pattwell et al., 2004). Otra fuente conocida, fuente de
incremento de pro-oxidantes, se debe a la induccion de la actividad del 6xido nitrico

sintasa mitocondrial por la realizacion de ejercicio crénico (Boveris y Navarro, 2008).

e) Isquemia y reperfusion: corresponde a un proceso ampliamente identificado
como generador de pro-oxidantes y del posterior desequilibrio oxidativo tisular
(Penna et al., 2009). La generacion de los dafios post reperfusion estan relacionados
al aumento de la permeabilidad endotelial e infiltracion de fagocitos activados
(Breitbart et al., 1990), donde por cierto, poseen un rol fundamental el proceso

inflamatorio que se establece posterior al ejercicio (Gao et al., 2008). En un
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protocolo con restriccion temporal de la circulacion (isquemia y reperfusion) se

evidencié un aumento del malondialdehido plasmatico (Rodriguez et al., 2003).

El dafio oxidativo por ejercicio puede sufrir modificaciones en su presentacion
segun las modalidades de ejercicio en cuanto a la intensidad (anaerdbico/aerdbico),
duracion y sus combinaciones. En los siguientes parrafos se describen los

principales hallazgos a este respecto:

a) Ejercicio anaerdbico: contradiciendo la hipétesis inicial de que el dafio oxidativo
estaba relacionado con el mayor consumo de oxigeno propio de los ejercicio
aerobicos, también en los ejercicios anaerdbicos se han encontrado evidencia de
aumento de los marcadores de dafio oxidativo. En un modelo de ratas se evidencid
aumento del dafio oxidativo a proteinas medidos como grupos carbonilos post
ejercicio de alta intensidad breve (Radak et al., 1998). Groussard et al.,, 2003
encontrd tras un test de Wingate, incrementos en el acido urico plasmatico. En la
misma prueba evidencio aumento de radicales derivados de lipidos detectados en
plasma por resonancia de espin (Groussard et al., 2003). Shi et al., 2007 mostro
evidencia de aumentos tardios (horas) de 8-hidroxideoxiguanosina y 4-hidroxi-2-
nonenal como indicadores de aumento del dafid oxidativo a los acidos nucleicos y

lipidoperoxidacion respectivamente.

b) Ejercicio aerébico agudo prolongado: corresponde a uno de los protocolos mas
estudiados; ya que, en teoria, este tipo de ejercicio debia ser un gran generador de
un desequilibrio oxidativo (Duthie et al., 1982). En carrera de fondo atlético, Child et
al., 1998 analizando corredores de fondo (prueba de 21 km) encontraron aumento
del TBARs y de la capacidad antioxidante plasmatica. Similares resultados se han
reportado en corredores de maratén, con incrementos en la TBARs plasmaticos y de
8-hidroxideoxiguanosina en leucocitos periféricos (Tsai et al., 2001). En otro reporte,
no se evidenciaron variaciones de la vitamina C, mientras se observé aumentos de
la concentracién de acido urico en sujetos que participaron de una marcha de 130
kilometros (Chevion et el., 2003). En ejercicios mas prolongados (carrera de seis
dias) se ha reportado disminucién las defensas antioxidantes; baja en la
concentracion de beta caroteno, retinol y luteina, mientras se observd una

disminuciéon de la actividad de superéxido dismutasa intraeritrocitaria (Machefer et
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al., 2004). En una prueba de cuatro dias de duracion (300km aproximadamente) se
encontré aumento de la oxidacién de las proteinas medido como carbonilos y

nitrotirosina en plasma y orina (Radak et al., 2003).

c) Ejercicio cronico: corresponde al efecto del entrenamiento de moderada a baja
intensidad. El principal hallazgo en este campo es la induccién de la red contenedora
de sustancias antioxidantes; al respecto, Ashton et al., 1999, reportaron un
incremento de la capacidad antioxidante del plasma. Lawler et al., 1999
determinaron un incremento de la expresion y actividad de la superdxido dismutasa
en ventriculo izquierdo de ratas. Luego de un entrenamiento de moderada a baja
intensidad (24 y 50 semanas respectivamente) en ratas, se observd una menor
concentracion de TBARs y de carbonilos en membranas mitocondriales (Boveris y
Navarro, 2008). En pacientes obesos disminuyé el F,-isoprotanos plasmatico tras un
afo de entrenamiento aerébico (Cambell et al., 2010). Respecto a los mecanismos
de estas modificaciones se piensa que el incremento de pro-oxidantes de poca
cuantia en forma repetida es un factor favorable, ya que induce una mejoria de las
defensas antioxidantes (Ji. 2008), llevando a varios investigadores a sugerir la
aplicacion del concepto de hormesis para la induccion de las defensas antioxidantes
por ejercicio (Ji et al., 2006) , ademas se ha generado un gran cuerpo de informacion
que actualmente estudia las vias de sefializacion intracelular que explican este
fendmeno; de esta forma se ha establecido que frente al ejercicio se inducen
principalmente las vias de transducciéon intracelulares de NF-kB y de las MAP
kinasas ( Ji et al., 2006; Powers et al., 2011).
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DANO OXIDATIVO COMO FACTOR ETIOPATOGENICO EN LAS ENFERME-
DADES PULMONARES

La generacion de estrés oxidativo ha sido identificado como un factor involucrado
en el desarrollo y evolucion de diversas patologias pulmonares entre las que pueden
contarse el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la fibrosis pulmonar
(Walters et al., 2008) y el cancer pulmonar (Comhair y Erzurum, 2002; Merker et al.,
2000). El pulmon aparece como especialmente sensible a los dafios por oxidacion,
ya que posee una gran superficie de exposicidn a variadas noxas exégenas como el
cigarrillo, el material en particulas y otros gases contaminantes ambientales como
oxidos de nitrégeno y oOxidos de azufre (Roberts et al., 2007). Eventualmente
también puede ser blanco de dano mediado por activacién de la cascada de la
inflamacion, con la secundaria llegada de células inflamatorias que liberan enzimas
degradativas y radicales libres que favorecen el desarrollo de dafno al tejido
pulmonar (Biswas y Rahman, 2009). El dafio oxidativo asociado a la inflamacion
muestra una gran variabilidad de intensidad, desde inflamaciones imperceptibles
para los sujetos, hasta cuadros que pueden ser causa de falla pulmonar aguda

como en el sindrome de distress respiratorio del adulto (Chow et al., 2003).

La accién de pro-oxidantes en forma directa (liberados por leucocitos polimor-
fonucleares, ozono) o generados en forma secundaria, constituye un reto para las
defensas antioxidantes pulmonares, las que aparte de las enzimas antioxidantes
constan de una importante cantidad de antioxidantes no enzimaticos presentes en el
fluido epitelial que cubre los alvéolos y las vias aéreas (Morrison et al., 2006). De
particular importancia como antioxidantes no enzimaticos en este 6rgano aparece la
vitamina E (Yamaoka et al., 2008) y el glutation (Biswas y Rahman, 2009). En el
caso que las defensas antioxidantes sean superadas por los pro-oxidantes se
establece un estrés oxidativo pulmonar secundario (Stone, 2000; Cross et al., 2002).
El estrés oxidativo pulmonar ha sido relacionado en estudios epidemioldgicos con la
funcion pulmonar en la poblaciéon general; con correlaciones inversas entre el %
VEF, y la concentracion plasmatica de glutation. Similar correlacion fue vista entre %
VEF con la lipoperoxidacion plasmatica. En este mismo estudio se encontré una

correlacion positiva del % VEF con la actividad de una enzima antioxidante como la
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glutation peroxidasa (Och-Blacom et al., 2005). Los antecedentes descritos

previamente se resumen en la figura 6.

Hiperventilacion
Humo de Cigarrillo
Particulas
Ozono
l D— Transcripcion de
PMN Macrofagos genes para Citokinas
Pro-inflamatorias \
> @ ciool/
NO,- . .
Liberacion
(00 { GSH Inflamacién

® o o e - t GSSG —|  de mediadores | —
g % Pro-inflamatorios Pulmonar
2V,
Epitelio Alveolar \ \
Expresion /

Mitocondria

de moléculas
de Adhesién

Figura 6. Mecanismo general hipotético respecto a las modificaciones fundamentales que sucederian
en el microambiente pulmonar en sujetos expuestos a condiciones o sustancias que conducen al
desarrollo de dafio oxidativo en este 6rgano. Adaptado de Rahman y McNee Eur Res Journal 2000;

1616(3):534-554.
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ESTUDIO DEL AIRE ESPIRADO CONDENSADO

En los ultimos afios el analisis del aire espirado condensado ha sido propuesto
como un meétodo no invasivo de estudio de las enfermedades pulmonares (Hunt,
2007). Esta herramienta ha sido aplicada desde la busqueda de los mecanismos,
hasta la realizacion de seguimientos clinicos de las mas variadas patologias
pulmonares. Con este objetivo, multiples son los pardametros que se han
determinado en muestras de EBC, como se muestra en la figura 9. Las
determinaciones realizadas corresponden principalmente a indicadores de
inflamacion, remodelacién y dafo oxidativo tisular (Horvath et al., 2005; Kharitonov y
Barnes, 2006). El aire espirado es devuelto al ambiente desde el pulmén con una
temperatura cercana a los 37°C y saturado con agua junto con productos del
metabolismo y derivados de la superficie epitelial pulmonar. El enfriamiento del aire
espirado por los aparatos condensadores captura una parte de él a través de un
sistema de mangueras y tubos que ofrecen baja resistencia a la respiracion. El
producto de este proceso, tras unos 15 minutos, consiste en cerca de 1 ml de una
sustancia liquida y transparente, compuesta por mas de un 90% de agua y que
ademas contiene tanto particulas volatiles como no volatiles que se encuentran en
concentraciones hasta el rango de micromoles por litro. Para la obtencién de
muestras de EBC se han desarrollado aparatos comerciales (Rosias et al., 2008),
entre los que destacan por su amplio uso RTube™ de Respiratory Research Inc.,
Charlottesville, VA, USA (figura 7A) y ECoScreen de Jaeger GmbH, Hoechberg,
Alemania (figura 7B), sin embargo existen también varios modelos construidos por
los propios investigadores (figura 8) para uso general (van Beurden et al. 2002), asi
como para ser utilizados en condiciones experimentales y clinicas particulares como
ventilacion mecanica (Walsh et al., 2006) o para obtener muestras en lactantes
(Moeller et al., 2006). El analisis del aire espirado condensado, es una herramienta
de gran atractivo por ser no invasiva, permitir la obtencion de multiples muestras y
no requerir equipos sofisticados, haciéndolo muy apto para el trabajo de campo
(Horvath et al., 1998; Loukides et al., 2002; Mutlu et al., 2001; Nowak et al., 2001).
Un particular polo de aplicacion de esta metodologia, es el estudio de patologias que
tienen asociadas anomalias del estado redox pulmonar como el tabaquismo (Garey
et al., 2004), fibrosis quistica (Montuschi et al., 2000), asma (Horvath et al., 1998),
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bronquiectasias (Loukides et al., 2002) y enfermedades intersticiales (Montuschi et
al., 1998) donde esta metodologia ha sido utilizada.

A

_ <\
Child using RTube™ RTube transportable Centralized Laboratory
collection champer is Analysis; Sample Storage

aasily shipped n the mail. | and Data Reporting

ECoScreen Turbo

Compact Breath Condersate Collection

Figura 7. Equipos utilizados para la obtencion de aire espirado condensado de distribucién comercial
RTube™ (A)y ECoScreen (B).
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Figura 8. Equipos condensadores de EBC descritos en la literatura no comerciales. A; descrito por
Horvath et al. 1998 B: descrito por Mutlu et al. 2001 C: descrito por Moeller et al 2006 y D: descrito
por van Beurden et al 2002.
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Figura 9. Principales sustancias determinadas en muestras de aire espirado condensado.
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2. JUSTIFICACION DEL
TEMA'Y OBJETIVOS
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El ejercicio fisico aerdbico implica la generacion de un estado de desequilibrio
del estado redox del organismo; se ha reportado un incremento de la generacion de
pro-oxidantes y en algunas situaciones alteracién de los sistemas antioxidantes. El
dano oxidativo pulmonar asociado al ejercicio ha sido poco estudiado en humanos
ante la dificultad de obtener muestras de este érgano por métodos seguros para los
pacientes. El analisis del aire espirado condensado ofrece la oportunidad de poder
estudiar de manera no invasiva los efectos de las carreras de larga distancia sobre
parametros indicadores del estado redox y marcadores de inflamacion de este

organo.

HIPOTESIS

La realizacidon de ejercicio aerdbico prolongado aumenta las concentraciones de

pro-oxidantes, indicadores de dafo oxidativo e inflamacién pulmonar en muestras de

aire espirado condensado.

HIPOTESIS ALTERNA

La realizacién de ejercicio aerdbico prolongado no aumenta las concentraciones
de pro-oxidantes, indicadores de dafio oxidativo e inflamacién pulmonar en muestras

de aire espirado condensado.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el estado redox pulmonar, a través del analisis de muestras de aire

espirado condensado, en sujetos que realizan ejercicio aerdbico prolongado.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la concentracion de marcadores de pro-oxidantes y dano oxidativo en

humanos que participan en carreras de fondo atlético (10, 21 y 42 kildmetros).

2. Determinar el efecto del tiempo de la carrera sobre la generacién de pro-

oxidantes y dafio oxidativo en carreras de fondo atlético (10, 21 y 42 kildbmetros).

33



3. MATERIAL Y METODOS
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MUESTRA

Todos los participantes en el estudio eran corredores aficionados (tabla 1), no
fumadores, sin antecedentes de enfermedades del tracto respiratorio alto o bajo en
el ultimo mes, no tenian antecedentes de enfermedades crénicas del sistema
respiratorio (asma y rinitis alérgica). Tampoco eran usuarios de suplementos
nutricionales, antioxidantes ni anti-inflamatorios. Los participantes obtuvieron
informacion verbal y por escrito, ademas firmaron un consentimiento informado
(Anexo 1) y completaron un cuestionario para realizar una descripcion de sus
caracteristicas como corredores (Anexo 2). Este estudio fue aprobado por el comité
de ética de investigacion de la Universidad de Valparaiso (Anexo 3). Las muestras
fueron obtenidas en seis carreras de resistencia entre los afios 2007 y 2010 en
Santiago de Chile en las categorias de 10 km (10K), 21.1 km (21K) y 42.2 km (42K)
respectivamente. Los detalles de las condiciones climaticas y de las concentraciones
de los contaminantes del aire de cada carrera se resumen en la tabla 2. Durante las
carreras se tomaron muestras de EBC 30 minutos antes (30 pre), a los 20 minutos
(20 post) y a los ochenta minutos de terminada la prueba (80 post). Todos los

corredores eligieron la prueba en que participaron.

La toma de muestras de EBC (figuras 10, 11, 12 y 13) fue llevada a cabo
mediante el aparato previamente descrito y validado (Araneda et al., 2005; Araneda
y Salazar, 2009). Utilizando este condensador de aire espirado, se report6 valores
similares a los obtenidos con otros aparatos en sujetos sanos en la concentracion
de H,O2 NO; y pH. Para detalles ver tabla 3.

La toma de muestras fue realizada estando los corredores sentados utilizando un
clip nasal. Previamente se habian lavado la boca con agua destilada. El tiempo de la
toma de muestra fue de 15 minutos aproximadamente o hasta que se obtuvieran 1.5
ml. Una vez obtenidas las muestras fueron almacenadas en nitrégeno liquido y
posteriormente a -80 grados Celsius hasta su analisis. Debido a que algunas
muestras no alcanzaron un volumen suficiente, en esos casos no fue posible realizar

todas las determinaciones quimicas (ver resultados).
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los sujetos participantes del muestreo de EBC en corredores

de larga distancia

10K 21K 42K
Hombres/Mujeres 14/4 7/5 12/5
Edad (aiios) 27.5+£10.4 36.7+8.6 38.2+8.3
Peso (kilos) 63.2+6.2 63.4+13.1 65.248.6
Altura (centimetros) 171.1+6.6 168.0+10.0 169.5+6.4
Entrenamiento
(km/semana) 33.9+29.8 50.3+24.4 592+183°
Maxima distancia
corrida (km) 23.6+£22.1 31.5+11.0 45.4+14.1%
Tiempo de carrera a,b a
3146+467 6090+880 14793+2693

(segundos)

Los valores se expresan como mediaxDE. ® p< 0.05 diferente del grupo 10K.

grupo 42K.

® p< 0.05 diferente del
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Tabla 2. Numero de sujetos, variables climaticas y concentracion de contaminantes de las seis
pruebas en las que se realizé el muestreo de EBC en corredores de larga distancia.

Carrera  Carrera  Carrera Carrera  Carrera  Carrera
1 2 3 4 5 6
10K:21K:42K 0:4:0 0:2:4 5:3:0 0:1:5 2:2:8 11:0:0
Estacion Primavera Otofio Invierno Otofio Otofio Primavera
Temperatura °C 274 22.0 14.5 22.0 14.3 15.6
Humedad (%) 83 75 55 44 80 34
Os (ppb) 38.8 35.4 10.6 34.8 9.7 30.6
NO; (ppb) 16.4 32.0 39.4 23.2 23.1 5.1
CO (ppm) 0.4 0.4 0.4 0.6 0.5 0.2
MP;, (pg/m’) 42.6 57.5 80.8 64.2 85.9 6.6
SO, (ppb) 3.2 2.5 no data 4.1 1.5 no data

Los datos fueron obtenidos de la red monitoreo de la calidad del aire de la regién metropolitana

(MACAM-II) de Santiago de Chile.
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Tabla 3. Concentraciones de H,O,, NO, y pH de muestras de EBC obtenidas con el condensador de
aire espirado descrito y valores tomados de la literatura de muestras conseguidas con otros
condensadores.

Parametro Condensador descrito Valor de la literatura

H,0; (M) 0.53%0.55; (n=26) 0.45+0.29; (n=12)

NO; (uM) 1.59+1.00; (n=17) 1.8+0.3; (n=10)
pH 7.69+0.24;(n=37) 7.8+£0.6;(n=122)

Los valores obtenidos con el condensador descrito se obtuvieron a partir de muestras de hombres
sanos no fumadores entre 18 a 35 afos, sentados y en reposo utilizando como sistema enfriante una
mezcla de hielo con sal. Los resultados son expresados como mediatDE. Los valores de sujetos
sanos fueron extraidos de Nowak et al., 2001 para H,O,, Nightingale et al., 1999 para NO, y Paget-
Brown et al., 2006 para pH.
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EQUIPO DE OBTENCION DE EBC

El aire espirado condensado fue recolectado con un equipo construido por el
doctorando, consistente en una mascarilla de nebulizacion conectada un sistema de
valvulas de una via. En este equipo se adaptaron dos valvulas de 22 mm de
diametro, numeros de catalogo 1664 y 1665 (Hudson RCI, USA). Esto se conecta a
un tubo corrugado de 15 cm de largo y 22 mm de diametro interno, numero de
catalogo 60-50-150-1 (VBM Medizintechnik 39age, Alemania), que se encuentra
cubierto por un calefactor flexible que lo mantiene a 37 grados Celsius con objeto de
reunir el maximo de muestra. El tubo corrugado se encuentra unido a un
condensador de vidrio con forma de Y con dos brazos superiores de 120 mm de
largo en angulo de 45 grados, con diametro interno de 8 mm y un brazo inferior de
40 mm de largo donde se inserta a presion un tubo de plastico estéril de 2 ml
(Eppendorf) que recoge la muestra. El condensador se encuentra sumergido en
hielo a —5°C (figuras 12y 13).

77
\Y%

E

Figura 10. Esquema general del dispositivo disefiado para obtener muestras de aire espirado
condensado. A: mascarilla o boquilla, B= Valvulas unidireccionales, C=calefactor eléctrico flexible,
D=tubo plastico, E= sistema enfriante que puede ser hielo, hielo seco o gel enfriante.
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Boquilla

v

Atrapador de saliva

Ingreso de aire a las vias
respiratorias

Valvulas unidireccionales

Figura 11. Detalle del dispositivo disefiado para obtener muestras de aire espirado condensado
donde se esquematiza el sistema de boquilla, el atrapador de saliva y las valvulas unidireccionales. El
optimo funcionamiento se obtiene con el sujeto manteniendo el aparato por el atrapador de saliva y
de esta forma dejando que el aire ascienda para ser coleccionado, con este método se evita la
contaminacion con saliva.
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Figura 12. Detalle del dispositivo disefiado para obtener muestras de aire espirado condensado
donde se esquematiza el sistema de condensacién. La forma en “V” del condensador de vidrio
permite la mayor captura de aire para ser condensado.
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PROTOCOLO DE TOMA DE MUESTRAS DE EBC

Estando los sujetos comodamente sentados, en reposo de 5 minutos y con una
pinza de bloqueo nasal (figura 13). No recibieron alimento una hora antes de la
obtenciéon de las muestras. El tiempo total de recoleccion en estas condiciones fue
de 15 a 20 minutos o hasta que el sujeto completdé 1.5 ml aproximadamente. Para
evitar las potenciales variaciones circadianas, las muestras fueron obtenidas entre

las 9:00 y las 12:00 AM para los protocolos 1y 2.

Figura 13. Recoleccion de una muestra de aire espirado condensado. Estando el sujeto
cémodamente sentado, tras haberse lavado la boca con agua destilada y usando un clip nasal. El
sujeto toma el aparato condensador por el atrapador de saliva y el aire fluye teniendo los tubos que
conectan la boquilla al condensador en posicion vertical para evitar la contaminacion con saliva, con
el mismo fin el sistema enfriante se encuentra sobre el nivel de la boca.
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DETERMINACION QUIMICA DE [MDA]esc

Fue realizado utilizando la reaccidén con acido tiobarbitarico (figura 14) segun
Larstad et al., (2002) con minimas modificaciones. A 300 pl de aire condensado 6
50 ul de suero se agregaron 100 pl de acido tiobarbiturico 25mM. Esta mezcla fue
incubada a 95 grados Celsius durante una hora, luego esta mezcla fue enfriada en
hielo durante cinco minutos y posteriormente incubada a temperatura ambiente
durante cuarenta minutos, para finalmente determinar su concentracion mediante
HPLC (Shimadzu LC10AD, Corporation, U.S.A.), utilizando una columna C-18, 150
mm de largo y 4,6 mm |.D. (Supelcosil LC-18, Supelco, U.S.A) con detector
fluorescente (RF-551, Shimadzu, U.S.A.) a una onda de excitacion 532 y emisién
553. Se utilizé una fase moévil de acetonitrilo/20 mM buffer fosfato de potasio 20:80
(v/v), pH 6,8 a un flujo de 1.0 ml/min. Durante cada medicion se prepararon blancos,
mezclando TBA con agua destilada (figura 15), muestras, en las que el TBA fue
mezclado con el EBC (figura 16) y el estandar donde TBA fue mezclado con

Malondialdehido-bis-dietylacetal (figura 17).

HSYN OH jHo
-~
+ H >
2 ! | |z
NS
CHO
OH

S\ N H OH N /S
\(/\l/o /Y

Na_ JS—CH—CH—CH—{_ _N

OH OH

Figura 14. Reaccién utilizada para la determinacion de MDA en EBC a través de la utilizacion del
acido tiobarbiturico.
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Figura 15. Cromatograma que representa la determinacion de MDA de un blanco.
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Figura 16. Cromatograma que representa la determinacion de MDA en una muestra EBC
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Figura 17. Cromatograma que representa la determinacion de MDA de un standard.
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DETERMINACION QUIMICA DE [H205]esc

Fue medido utilizando el reactivo de FOX5, cuya reaccion se describe en la figura
18. El reactivo de FOX, fue preparado un 10% mas concentrado de lo descrito por
Nourooz-Zadeh et al. 1994, ademas se le adicion6 sorbitol segun (Gay y Gebicki,
2000). Se utilizaron 350 uL del EBC y se agregaron 150 uL del reactivo de FOX;
modificado, luego se incubdé una hora a temperatura ambiente y se leyd la
absorbancia a 560 nm (Jenway 6405, U.K.). Para cada medicién se realizaron tres
curvas de calibracién (figura 19) con H,O, de Merck (Germany) como estandar.
Utilizando este método se han obtenido valores similares a los reportados en la

literatura en sujetos sanos (tabla 3).

HC10,
Fe* + H,0, = Fe’"+RO + OH

Figura 18. Reaccién utilizada para la determinacion de H,O, utilizando como medio acido el acido
perclérico. Esta reaccidn origina iones férricos que reaccionan con el indicador anaranjado de xylenol
y forman un complejo que vira a color azul y absorbe a 560nm

Absorbancia

0 1 2 3 4
H,0; (Lmoles/litro)

Figura 19. Curva de calibracion para la determinacion de peroxido de hidrégeno utilizando el método
espectrofotométrico de FOX, modificado.
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DETERMINACION QUIMICA DE [NO; Jesc

La concentracion de nitritos fue medida utilizando el ensayo espectrofotométrico
basado en la reaccién de Griess (Green et al., 1982). A 300 uL de EBC se le
adicion6 300 pL del reactivo de Griess (0.1% naphthylethylenediamine-
dihydrochloride, 1% sulphanilamide, 3% H3PO.). Se incubd por diez minutos y se
midié la absorbancia a 550 nm. Para cada medicion se realizaron tres curvas de
calibracion (figura 20) con nitrito de sodio como estandar. Utilizando este método se
han obtenido valores similares a los reportados en la literatura en sujetos sanos
(tabla 3).

0,06

0,05 -
<
'S

0,04
=
3
O 003
o
& 0021

0,01 -

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[ Nitritos] umoles/litro

Figura 20. Curva de calibracién para la determinacién de nitritos utilizando a través de la reaccién de
Griess
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pH EN EBC

Fue medido utilizando el protocolo de Pager-Brown et al., (2006). 100 pL de
EBC fueron burbujeados durante ocho minuto a un flujo de Argén de 350 mL/min
(figuras 21 y 22) y posteriormente el pH fue medido utilizando un microelectrodo
3mm diametro x 38 mm de largo (Cole and Palmer) conectado a un pH metro
(Oakton ® Acorn pH 86). Utilizando este protocolo se han obtenido valores similares

a los reportados en la literatura en sujetos sanos (tabla 3).

Flujo del gas Argon |

Manometro

|| Condensado de aire espirado ||

Figura 21. Esquema que representa la fase de la preparacion de la muestra de EBC previa medicion
del pH. Se observan varios tubos con muestras de EBC sobre las cuales se esta realizando el
burbujeo con gas Argon.
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Flujo Ar >

Fluj 0 CO,

Figura 22. Representacion de la fase de burbujeo de las muestras del aire espirado, lo que permite
tras ocho minutos favorecer la salida del CO, y luego proceder a la medicion de la muestra de EBC

utilizando un microelectrodo de pH.
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ANALISIS ESTADISTICO

El efecto del ejercicio dentro de cada grupo fue analizado con la prueba de
Friedman para muestras repetidas utilizando la prueba de Dunn’s como prueba a
posteriori. Para comparaciones entre los valores basales de cada grupo se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis utilizando la prueba de Dunn’s como prueba a posteriori.
Las medias para la [MDA] fueron contrastadas usando la prueba de Mann-Whitney
en los valores basales. Las correlaciones fueron estudiadas determinando el
coeficiente de correlacion de Spearman. El nivel de significancia utilizado fue de
p<0.05. Para realizar el analisis estadistico fue utilizado el software GraphPad Prism,
USA.
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Brick CommmunicaEion

Design and evaluation of a device for
collecting exhaled breath condensate®

Disefio y evaluacion de un equipo para obtener aire espirado condensado

Oscar Florencio Araneda Valenzuela, Maria Paulina Salazar Encina

Abstract

In recent years, the analysis of exhaled breath condensate samples has been given great weight as a noninvasive
methodology of studying physiology and lung diseases. The present study describes a device for measuring exhaled
breath condensate that is affordable, easily constructed, portable and suitable for use in the field, as well as allowing
the collection of simultaneous samples. The results obtained with this device in terms of the concentrations of
pH, hydrogen peroxide and nitrite, metabolites related to inflammatory and oxidative damage, in exhaled breath
condensate samples are comparable to those obtained with other devices previously described.

Keywaords: Exhalation; Lung diseases; Equipment design.

Resumen

El andlisis de muestras de aire espirado condensado ha cobrado gran relevancia en los Gltimos anos como método
no invasivo de estudio de la fisiologia y las enfermedades de origen pulmonar. En el presente trahajo se describe
un equipo para tomar muestras de aire espirado condensado de bajo costo, facil de fabricar, de transportar al
terreno y que permite tomar muestras en forma simultanea. La concentracion de metabolitos relativos a procesos
inflamatorios y al dano oxidativo (pH, perdxido de hidrégeno y nitrito) de muestras de aire espirado condensado
obtenido con este equipo son comparables a los reportados con otros previamente.

Descriptores: Espiracion; Enfermedades pulmonares; Disefio de equipo.

In recent years, the analysis of exhaled breath
condensate (EBC) has been proposed as a nonin-
vasive methodology of studying lung diseases."”
This tool has been used to search for mecha-
nisms as well as to perform clinical follow-up of
various pulmonary pathologies.”” Exhaled breath
is returned to the environment at a temperature
of approximately 37°C, being saturated with water
together with metabolism products and lung
epithelial surface derivatives. Cooling of exhaled
air by condensers captures part of this exhaled
air through a system of hoses and tubes that
offer little resistance to respiration. The product
of this process is a transparent liquid containing
volatile and nonvolatile particles, the concentra-
tions of which are expressed using measures as
small as micromoles per liter. Commercial devices
have been developed for collecting EBC samples.
Among such devices, the most widely used are the
RTube™ (Respiratory Research Inc., Charlottesville,
VA, USA) and the ECoScreen (Jaeger GmbH,
Hoechberg, Germany). However, there are various

models constructed by individual investigators for
general use,"” as well as for use in specific situa-
tions such as mechanical ventilation® or sample
collection from suckling infants.®! The parti-
cular interest of the investigators of the present
study was to develop an EBC condenser that is
affordable and portable, as well as allowing the
collection of simultaneous samples, use in several
experimental situations and use in patients with
pathologies of pulmonary origin, either in hospi-
tals or in the field, for the follow-up evaluation
of exercise tolerance, as well as the effects of air
contaminants, altitude and work.

Description of the device

Figure 1 presents a model of the device.

1)Connection to the condenser: Patients
can be connected to the condenser via a
mouthpiece or a mask. Although the mask
is better tolerated by subjects, the mouth-
piece allows the formation of approximately

* Study carried out at the Universidad Mayor School of Medicine, Santiago, Chile.
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Abstract Oxidative stress occurs at altitude, and physical
exertion might enhance this stress. In the present study, we
investigated the combined effects of exercise and moderate
altitude on redox balance in ten endurance exercising
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biathletes, and five sedentary volunteers during a 6-week-stay
at 2,800 m. As a marker for oxidative stress, hydrogen per-
oxide (H,O;) was analyzed by the biosensor measuring
system Ecocheck™, and 8-iso prostaglandin F2x (8-iso
PGF22) was determined by enzyme immunoassay in exhaled
breath condensate (EBC). To determine the whole blood
antioxidative capacity, we measured reduced glutathione
(GSH) enzymatically using Ellman’s reagent. Exercising
athletes and sedentary volunteers showed increased levels of
oxidative markers at moderate altitude, contrary to our
expectations; there was no difference between both groups.
Therefore, all subjects’ data were pooled to examine the
oxidative stress response exclusively due to altitude expo-
sure. H,0, levels increased at altitude and remained elevated
for3 days after returning to sea level (p < 0.05). On the other
hand, §-iso PGF2x levels showed a tendency to increase at
altitude, but declined immediately after returning to sea level
(p < 0.001). Hypoxic exposure during the first day at altitude
resulted in elevated GSH levels (p < 0.05), that decreased
during prolonged sojourn at altitude (p < 0.001). In conclu-
sion, a stay at moderate altitude for up to 6 weeks increases
markers of oxidative stress in EBC independent of additional
endurance training. Notably, this oxidative stress is still
detectable 3 days upon return to sea level.

Keywords Hypoxia - Lung - Hydrogen peroxide -

8-iso prostaglandin F2x - Glutathione

Introduction

Altitude training is frequently used by endurance athletes to
improve competition performance at sea level (Levine and

Stray-Gundersen 1997). Three to four weeks at moderate
altitude is the minimal recommended period required to

@ Springer
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after long distance races. Enviado a International Journal of Sports Medicine en Noviembre 2011.
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“H,0, in exhaled breath condensate (EBC) of long distance runners”, de los autores; O.F. Araneda,
A.J. Guevara, C.Garcia, N. Lagos, C. Behn, presentado en el congreso internacional “Free Radicals
and Antioxidants in Chile 2009” del VI Meeting of SFRBM-South American Group.
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4. RESULTADOS
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El tiempo total de carrera en los sujetos que corrieron 10K fue de 31461467
segundos. Este fue menor al tiempo total del grupo de 21K; 6090+880 segundos
(p<0.05) y respecto al grupo que corrio 42K; 1479312693 segundos (p<0.05), este

ultimo grupo también mostré un mayor tiempo respecto al grupo de 21K (p<0.05).

La [H202] no mostré cambios significativos en el grupo de 10K (p=0.165). La
[H202] aumentd en 20 post (p<0.01) y 80 post (p<0.001) respecto al valor pre en el
grupo de 21K. ElI mismo parametro mostré aumentos en 20 post respecto al pre en
el grupo de 42K (p<0.01). Existe una tendencia a la significancia (p=0.053) al

aumento de los valores basales de la [H20,] desde 10K hasta 42K (grafico 1).
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Grafico 1. [H,0,] en EBC en corredores de 10 (blanco, n=18), 21 (rosa, n=12) y 42 (rojo, n=17)
kilbmetros. El numero de individuos se indica debajo de las barras del valor pre. Los valores son
expresados como media + DE. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 diferente respecto del basal para cada
distancia analizada

La [NO2] en EBC no mostré cambios en el grupo de 10K (p=0.259). En el grupo
de 21K se observaron aumentos respecto al valor pre a los 20 post (p<0.05) y 80

post (p<0.05). Para el grupo de 42K también se observaron aumentos en 20
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(p<0.05) post y 80 post (p<0.05) respecto del valor pre. No se observaron diferencias

(grafico 1) en el valor pre entre grupos (p=0.211) como se observa en el grafico 2.

El pH no mostré diferencias dentro de los grupos estudiados. En los valores
basales se observo una tendencia a la disminucion desde 10K hasta 42K (p=0.068)

como se observa en el grafico 3.

La [MDA] fue analizada en las mismas etapas solamente en un grupo de sujetos
de 10K y 21K por muestra insuficiente. En este parametro no se observaron
diferencias dentro de cada grupo ni al compararlos entre sus valores basales (grafico
4).
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Grafico 2. [NO,] en EBC en corredores de 10 (blanco, n=18), 21 (rosa, n=10) y 42 (rojo, n=16)
kilbmetros. El numero de individuos se indica debajo de las barras del valor pre. Los valores son
expresados como media + DE. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 diferente respecto del basal para cada
distancia analizada
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pre 20 post 80 post

Grafico 3. pH en EBC en corredores de 10 (blanco, n=18), 21 (rosa, n=8) y 42 (rojo, n=16) kildmetros.
El nimero de individuos se indica debajo de las barras del valor pre. Los valores son expresados
como media £ DE.

100+

[MDA] 1 mol - 1-1
3

pre 20 post 80 post

Grafico 4. [MDA] en EBC en corredores de 10 (blanco, n=9) y 42 (rojo, n=11) kildbmetros. Los valores
son expresados como media x DE.
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El promedio de los cambios absolutos de [H,O2] mostré valores mayores para
42K versus 10K (p<0.001) como se muestra en el grafico 5. Similar fue el hallazgo
para la [NO,] donde se observa un mayor valor para 42K versus 10K (p<0.05) como
se muestra en el grafico 6. El promedio de los cambios absolutos de pH fue mayor

en 10K respecto de 21K (p<0.05) y 42K (p<0.05) como se observa en el grafico 7.

*k*

A[H205] imol 111

10K 21K 42K

Gréafico 5.  Cambios absolutos (20 post-pre) de [H,O,] en EBC en corredores de 10 (n=18), 21
(n=12) y 42 (n=17) kildbmetros. Los valores son expresados como media + DE, *** p< 0.01 diferente
de 10K.

El promedio de A[H202] mostré una correlacion directa con los A[NO21, (r=0.78,
n=44, p< 0.0001) al analizar el tramo 20 post menos-pre, como se observa en el
grafico 8. El tiempo total de la carrera de los tres grupos mostré correlaciones
significativas con A[H20;] (r=0.50, n=47, p< 0.001), A[NOy] (r=0.38, n=44, p=0.01) y
ApH (r=-0.39, n=36, p=0.02). Los deltas fueron obtenidos a partir del 20 post—pre

(graficos 9, 10 y 11 respectivamente).
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Gréafico 6. Cambios absolutos (20 post-pre) de [NO,] en EBC en corredores de 10 (n=18), 21
(n=10) y 42 (n=16) kildbmetros. Los valores son expresados como media + DE, * p< 0.05 diferente de
10K.

10K 21K 42K

Gréafico 7. Cambios absolutos (20 post-pre) de pH en EBC en corredores de 10 (n=12), 21 (n=8) y
42 (n=16) kildbmetros. Los valores son expresados como media + DE, * p< 0.05 diferente de 10K.
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Grafico 8. Relacion entre los cambios absolutos (20 post-pre) de [H,O,] versus los cambios absolutos
(20 post-pre) [NO,] en corredores de 10, 21 y 42 kildometros.
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Gréfico 9. Relacion entre los cambios absolutos (20 post-pre) de [NO,] en EBC versus el tiempo
total de carrera en corredores de 10, 21 y 42 kildmetros.
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Grafico 10. Relacién entre los cambios absolutos (20 post-pre) de [NO,] en EBC versus el tiempo
total de carrera en corredores de 10, 21 y 42 kildometros.
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Grafico 11. Relacion entre los cambios absolutos (20 post-pre) de pH en EBC versus el tiempo total
de carrera en corredores de 10, 21 y 42 kildmetros.
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Los valores absolutos de todos los sujetos mostraron una correlaciéon
significativa entre [H20,] versus [NO;] (r=0.76, n=132, p< 0.0001). Se encontré una
correlacioén significativa entre [H2O3] versus pH (r=-0.45, n=108, p< 0.0001) y entre

[NO2] versus pH (r=-0.42, n=99, p< 0.0001) como se observa en los graficos 12, 13

y 14 respectivamente.
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Gréfico 12. Relacién entre [H,0,] y [NO,] en EBC en corredores de 10, 21 y 42 kildémetros.
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Grafico 13. Relacion entre [H,0,] y pH en EBC en corredores de 10, 21 y 42 kildmetros.
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Grafico 14. Relacién entre [NO,]y pH en EBC en corredores de 10, 21 y 42 kildbmetros.
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Utilizando datos obtenidos en la misma distancia pero de diferentes carreras,
se compararon dos subgrupos de corredores de 10 kildbmetros y tres de 42
kilbmetros respectivamente. En ambas distancias no se observaron diferencias para
los tiempos de carrera, valores absolutos y cambios absolutos de [H20;], [NO2] vy

pH, como se observa en las tablas 4, 5y 6 respectivamente.

En los participantes de carreras de 42K se compararon hombres versus
mujeres. No se encontraron diferencias en el tiempo de carrera, en los valores
absolutos, ni en los cambios para [H20;], [NO2]y pH, como se observa en las tablas

7'y 8 respectivamente.

Tabla 4. Tiempos de carrera, concentracion y cambios absolutos de H,O, y NO, " en EBC en dos
carreras de 10K.

Tiempo de . -
n lcarlgera [H20] A[H;0:] [NO: ] A[NO; ]
1-1)  (umol - I'") (umol - I'") (umol - 17)
(segundos) e
Carge”‘ 11 29974297  0.1940.34  036+1.03  138+1.79  1.48+5.43
Car;e”‘ 5 32414550 0.124022  0.07+0.14  1.73+129  0.55+0.82
Valor 0.36 0.49 0.73 0.09 0.57
de p

Los cambios de los valores absolutos fueron calculados a partir de los valores de 20min-pre. El
analisis para pH en EBC no fue posible realizarlo por muestra insuficiente. Los valores se expresan
como mediatDE
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Tabla 5. Tiempos de carrera, concentracién de H,O,, NO, "y pH en EBC en tres carreras de 42K.

Tiempo de -
n carl!)era [HZOZ] [NOZ ] H
(umol - I'") (pmol - 1) P

(segundos) K
Carzrera 4 14056+1045 0.32+0.38 1.22+0.83 6.95+1.04
Carvera s 1504624558 0.82+0.67 4.54+3.82 6.90+0.76
COrera g 1500441958 0.54+0.42 2434151 7.24+0.47
Valor p 0.68 0.30 0.13 0.80

En la carrera 2 los valores NO, ™ fueron analizados con un n=3. En la carrera 5 los valores de pH
fueron analizados con un n=7. Los valores se expresan como mediazDE.

Tabla 6. Cambios absolutos de la concentracion de H,O,, NO, "y pH en EBC en tres carreras de 42K.

A[H,0,]

A[NO; ]

(umol - ) (umol - ) S
Carrera 4 3.07+1.81 -0.38+1.59 0.17+0.53
Carrera 1.08=1.12 7.01247.69 1.00+1.11
Carrera g 1072078 3.64+3.29 10.34+0.44
Valor p 0.14

Los cambios de los valores absolutos fueron calculados a partir de los valores de 20min-pre. En la
carrera 2 los valores NO; " fueron analizados con un n=3. En la carrera 5 los valores de pH fueron
analizados con un n=7. Los valores se expresan como mediazDE.
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Tabla 7. Tiempos de carrera, concentracién de H,O,, NO, "y pH en EBC de hombres y mujeres

competidores de 42K.
2 e RO DNOT
(segundos) (umol - 1) (umol - 1)
Hombres 12 14088+2314 0.60+0.56 3.11£2.95 7.16+£0.79
Mujeres 5 16486+3036 0.48+0.38 2.19+1.62 6.84+0.40
Valor p 0.14 0.87 0.86 0.11

En los hombres, los valores absolutos para NO, "y pH fueron analizados con un n=11. Los valores se

expresan como mediatDE.

Tabla 8. Cambios absolutos de la concentracion de H,O,, NO, "y pH en EBC de hombres y mujeres

competidores de 42K.

A[NO; ]

(ﬁgg(-)i']‘) (umol - 1) ApH
Hombres 12 1.16£1.58 2.94+4.72 -0.39+0.926
Mujeres 5 1.36+0.92 6.23+6.36 -0.47+0.62
Valor p 0.92 0.26 0.90

Los cambios de los valores absolutos fueron calculados a partir de los valores de 20min-pre. En los
hombres, los deltas para NO,~ y pH fueron analizados con un n=11. Los valores se expresan como

mediaxDE.
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5. DISCUSION
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La participacion de humanos en carreras de resistencia altera los niveles de
antioxidantes plasmaticos no enzimaticos (Briviba et al., 2005), la actividad de
enzimas antioxidantes intracelulares (Machefer et al., 2004) y genera dano oxidativo
a lipidos (Child et al., 1998), proteinas (Guidi et al., 2010) y al ADN (Neubauer et al.,
2008). Estos datos han sido obtenidos mediante el analisis tanto de indicadores
sistémicos (plasma y orina), asi como del estudio de linfocitos, eritrocitos y musculo
esquelético (Powers y Jackson, 2008). En este trabajo nos hemos centrado en el
potencial dafno oxidativo pulmonar inducido por ejercicio intenso prolongado.
Nuestros hallazgos son un aumento de dos importantes pro-oxidantes: H,O, y NO

(graficos 1y 2) sin variaciones del dano oxidativo a lipidos (grafico 4).

La [H202] en EBC mostré incrementos en 21Ky 42K, sin variaciones para 10K
(grafico 1). Este biomarcador ha sido previamente analizado en ejercicio, sin
embargo, en condiciones poco homologables, en cuanto a tiempo e intensidad del
ejercicio respecto a nuestro protocolo. Nowak et al., 2001 en un ejercicio submaximo
en cicloergometro (120Wx 6 minutos) no encontraron diferencias al comparar antes
y después del ejercicio. EI mismo resultado se encontrdé tras un ejercicio maximo
breve (3 minutos) en ciclistas de elite a 670 y 2160 metros de altura (Araneda et al.,
2005). Midiendo [H202] durante el ejercicio, Marek et al., 2008 y Marek, 2009. en
un protocolo submaximo en cicloergbmetro (6 minutos aprox. a 60 watt + 5 min a
120 Watt) y posteriomente en ejercicio maximo (300 W) no encontraron diferencias.
Mercken et al.,, 2005 tampoco encontraron diferencias en un ejercicio maximo en
cicloergbmetro (12 minutos aprox.) en personas sanas, pero si, en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, patologia caracterizada por poseer una
disbalance oxidativo pulmonar (Lee y Thomas, 2009). Los protocolos descritos
comparten que fueron realizados por periodos breves de tiempo, esto contrasta y
probablemente explica, en parte, las diferencias a lo encontrado en el presente
estudio, donde el promedio de los A[H20-] tienen la tendencia a incrementar segun
la duracion de la prueba, siendo diferente los 10K versus los 42K (grafico 5).
Ademas esto se comprueba con la correlacién moderada (r=0.50) entre los A[H203]

y el tiempo de la prueba (grafico 9).
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La [NO.] en EBC es considerado un importante marcador de dafo oxidativo e
inflamacion crénica de la via aérea en pacientes con fibrosis quistica y asmaticos
(Formanek et al., 2002), asi como en dafo oxidativo e inflamacién, en pacientes con
dafio pulmonar agudo (Gessner et al., 2003). Segun nuestra investigaciones
bibliograficas, la [NO2] no ha sido previamente determinada en EBC en condiciones
similares a las reportadas en este trabajo. A pesar que metabolismo y relaciones
entre el NOyy el NO (su fuente de origen) corresponde a un problema complejo y
aun si resolver (Bryan, 2006), el incremento del NO exhalado observado post
maratén (Bonsignore et al., 2001), hace pensar que esta puede ser una de las
fuentes del aumento de la [NO,] en EBC aqui descrita. Esta hipdtesis debera ser
probada en futuras investigaciones, ya que en algunas situaciones patologicas
(fibrosis quistica) se han reportado aumentos [NO2], mientras existe NO exhalado
normal (Ho et al., 1998).

La misma tendencia general observada para la [H20,] fue encontrada para la
[NO2], tanto en el promedio de los valores individuales (grafico 2), en el promedio
de los cambios absolutos (grafico 6) y en su correlacion débil a moderada (r=0.38)
con el tiempo de carrera (grafico 10). Sumado a lo anterior, el promedio del A[H20;]
correlaciond en forma directa con el promedio del A[NO3'] (grafico 8). Una potencial
explicacion a este fendmeno sea el probable origen comun de ambas especies o
que estas formen parte de un proceso comun. La [H202] en EBC correlaciona con la
actividad de fagocitos en sangre periférica (Szkudlarek et al., 2003) y con los
leucocitos en esputo inducido de pacientes con bronquiectasias (Loukides et al.,
2002). En las carreras de larga distancia se describen aumentos del numero de
leucocitos en sangre, ademas de su mayor capacidad de formar pro-oxidantes
(Briviba et al.,, 2005;Hessel et al., 2000). En muestras de esputo inducido,
Bonsignore et al., 2001 reportaron incremento de polimorfonucleares neutréfilos post

maraton.

A diferencia de lo esperado, el incremento de los pro-oxidantes no se tradujo en
mayor lipidoperoxidacion post ejercicio en EBC (grafico 4). En la misma direccion,
Nowak et al., 2001 no evidenciaron diferencias en TBARs en EBC en cicloergbmetro

(120W durante 6 minutos). Font-Ribera et al., 2010 no han reportado cambios en la
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concentracion de 8-isoprostanos tras 40 minutos nadando en una piscina. En
condiciones de hipoxia hipobarica, aumento la lipidoperoxidacion; la [MDA] en EBC
aumento en escaladores sobre 6000 metros. Tuvo la misma variacion un grupo de
ciclistas en cicloergdmetro a 2160 metros, mientras el mismo protocolo no genero
cambios a 670metros (Araneda et al., 2005). Heinicke et al., 2009 reportaron
aumentos de 8-isoprostanos en EBC en biatletas que entrenaban en altura. De los
datos aportados en el presente trabajo es posible concluir que per se el ejercicio
prolongado en forma aguda no es suficiente para generar dafio oxidativo en las
condiciones descritas. Probablemente el ejercicio regular también induzca defensas
antioxidantes que evitan el dafo oxidativo agudo, como se ha reportado con
anterioridad (Gémez-Cabrera et al., 2008; Boveris y Navarro, 2008). Debido al
numero reducido de muestras, estos resultados deberan ser comprobados

posteriormente.

El pH en EBC corresponde a un parametro estudiado en multiples patologias. Un
valor bajo de este parametro consistentemente ha sido encontrado en procesos
inflamatorios de la via aérea y el parénquima pulmonar (Hunt J, 2007). El estudio
del esputo inducido, en corredores de fondo arrojo que el entrenamiento de un afio
genera un proceso inflamatorio persistente sin aparente repercusion clinica, con
aumento de células inflamatorias y de concentracion de mediadores de la
inflamacion (interleuquina-8, leucotrienos E4 e histamina) (Denguezli M et al., 1998).
En un ejercicio maximo agudo se encontraron aumentos de prostaglandina E; y
tromboxano B2 en EBC al comparar antes y después del ejercicio (Pucsok et al.,
2007). Chimenti et al., 2010 reportaron aumento de interleuquina 8, del numero de
células epiteliales y su apoptosis en esputo inducido, ademas de aumento de las
proteinas derivadas de las células claras CC-16 en suero, estos resultados fueron
interpretados como inflamacién y dafo epitelial a la via aérea posterior a una carrera
de 21K.

En el presente trabajo encontramos una tendencia a menores valores de pH al
comparar entre los valores pre ejercicio (grafico 1), probablemente esto se explica
en la mayor cantidad de kilbmetros por semana de los participantes de 42K respecto
del grupo de 10K. Este resultado debera ser estudiado nuevamente con un mayor

numero de corredores por categoria. Los promedios de A pH presentaron una
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disminucién para los grupos de 21K y 42K (grafico 7), mientras este parametro
aumentd en el grupo de 10K. En estudios previos Marek et al., 2009 no encontraron
variaciones del pH en EBC en un ejercicio maximo breve. Riediker y Danuser, 2010
reportaron el aumento del pH post ejercicio (30 minutos a 60% Fc maxima).
Greenwald et al., 2009 en un estudio de campo, no evidenciaron diferencias post
ejercicio agudo, mientras los valores de pH de corredores habituales eran inferiores
a los controles (Ferdinands et al., 2008). Probablemente los resultados de estos
estudios se puedan comparar con el grupo de 10K, sin embargo, nuevamente la
realizacion de ejercicio intenso y mas prolongado favorece una caida del pH
relacionada de forma débil a moderada (r=-0.39) con la duraciéon de la carrera
(grafico 7). Este resultado es similar y complementario a lo encontrado respecto a
las correlaciones del tiempo de carrera con A[H20;] y A[NO2]. En este aspecto,
todas las correlaciones fueron significativas, aunque con coeficientes de correlaciéon
con valores entre débil a moderado. A pesar de esto, que el tiempo de carrera se
correlacione con los tres parametros refuerza la coherencia biolégica de este
hallazgo y probablemente ha influenciado en estos datos, que las muestras fueron
tomadas en diferentes condiciones ambientales, en distintos recorridos (y
probablemente intensidades de carrera) y con concentraciones de contaminantes
distintas (tabla 2) que eventualmente pueden influir en los resultados. En
experimentos posteriores sera de mucha importancia realizar un control de estas
variables (condiciones de laboratorio) para avanzar en dilucidar los mecanismos del

fendbmeno aqui descrito.

Las correlaciones inversas encontradas entre el pH y los pro-oxidantes
analizados sugieren que la mayor generacion de estas especies a nivel pulmonar, en
estas condiciones, esta involucrado en el proceso inflamatorio y posterior caida del
pH que hemos observado en este estudio (graficos 13 y 14). Similares correlaciones
han sido descritas en pacientes asmaticos, con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y bronquiectasias, todas patologias que comparten un proceso inflamatorio

cronico de su via aérea (Kostikas et al., 2002).

Existen reportes previos no concluyentes que sugieren la potencial intervencion
del sexo de los participantes sobre los parametros de dafio oxidativo posterior al

ejercicio. Al respecto, Pepe et al., 2009 no encontraron diferencias en los cambios
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por ejercicio en sujetos jévenes que participaron en carreras de 800, 1500 y 3000
metros. En un protocolo de dafio oxidativo inducido por contracciones excéntricas
no se encontraron diferencias por sexo (Kerksick et al., 2008). En linfocitos, Sureda
et al., 2008, encontraron una mayor actividad basal de la superdoxido dismutasa
mitocondrial en mujeres, ademas de un mayor cambio en la expresion genética y
actividad de la superoxido dismutasa mitocondrial en los hombres posterior a una
prueba de natacion al 75% de su capacidad de trabajo. En vista que la muestra
analizada, en todas las distancias, contd con la presencia de corredores de ambos
sexos y ante la posibilidad de que este factor hubiera podido influido en nuestros
resultados, se compararon los valores basales, tiempos de carrera y cambios
absolutos de los diecisiete corredores de 42K. Los resultados se resumen en las
tablas 7 y 8. Los subgrupos divididos por sexo fueron comparables en cuanto a la
duracion de la prueba y los valores de los parametros pre-carrera analizados en
EBC. Ademas no se observaron diferencias en los cambios absolutos, entre
hombres y mujeres, producto de la carrera. De lo anterior podemos concluir que en
las condiciones experimentales planteadas los resultados no se vieron influenciados
por esta diversidad de la muestra. En todo caso este resultado debe ser re-evaluado
en un grupo mayor de sujetos y con un protocolo en condiciones controladas de

laboratorio.

Una potencial limitacion de este trabajo corresponde a las diferentes
condiciones climaticas y concentracion de contaminantes del aire en que se
obtuvieron las muestras (tabla 2). Con objeto de evaluar la influencia de este factor
en nuestros resultados, comparamos participantes de la misma distancia, en
distintas carreras. En participantes de 10K (85% de la muestra total) de las carreras
3 y 6 (tabla 4) se encontraron similares tiempos de carrera y valores pre, ademas no
se observo diferencias entre los A[H20;] y A[NO;], esto ultimo, a pesar de que en
la carrera 6 existia tres veces mas O3 respecto de la carrera 3, mientras que en esta
ultima, habia doce veces mas MPq y ocho veces mas NO, (tabla 2). Datos
obtenidos en competidores 42K (100% de la muestra), en las carreras 2, 4 y 5
tampoco mostraron diferencias en los tiempos de carrera y valores pre (tabla 5).
Tampoco en los cambios absolutos de [H20;], [NO,] y el pH en EBC (tabla 6), esto
a pesar que las carreras 2 y 4 (similares entre ellas) poseian niveles tres veces

mayores de Os respecto a la carrera 5, mientras esta poseia 1.5 veces mayor
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concentracion de MP4. Esta comparacion no fue hecha para 21K por el bajo nimero
de sujetos en una misma carrera, sin embargo especulamos que los resultados
deberian ser similares. En la misma direccion de estos hallazgos, Ferdinands et al.,
2008 no encontraron cambios de pH por ejercicio a diferentes concentraciones de
contaminantes del aire, ni correlaciones con estos. En las dos distancias analizadas
es posible concluir que probablemente los efectos de las modificaciones descritas en
el EBC estén principalmente explicados por el ejercicio realizado mas que por las

condiciones climaticas.
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6. CONCLUSIONES
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Expuesto los resultados y discutidos los mismos, hemos llegado a las

siguientes conclusiones:

1.

En participantes de carreras de fondo se incrementa la formacion de pro-
oxidantes (H20, y NOy") originados a nivel pulmonar, sin que esto genere
aumento de marcadores de dafo oxidativo a lipidos (MDA) en muestras de
EBC.

Es probable que el aumento de los pro-oxidantes sea la expresion de un
proceso inflamatorio provocado por el ejercicio prolongado debido a la
asociacion de los parametros medidos con la duracion de la carrera, ademas
en la medida que aumenta el tiempo de ejercicio se favorece la inflamacién

pulmonar evidenciada por una baja del pH en EBC.

Falta por establecer las causas de este fendmeno y si los cambios descritos
son expresion de un proceso localizado o se encuentra relacionado con el
dafo oxidativo e inflamacion sistémica propia de estas condiciones de

ejercicio.

En nuestro protocolo experimental, desarrollado en diferentes condiciones
ambientales y en la que formaron parte sujetos de ambos sexos, es posible
que los resultados estén mas influenciados por el ejercicio fisico que por

estos factores.
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7. IMPLICANCIAS Y
PROYECCIONES
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Se propone el uso del analisis del aire espirado condensado como una
herramienta de monitoreo no invasivo del estado redox pulmonar en

corredores de fondo.

Por medio de esta metodologia se puede evaluar en estos deportistas el
efecto de farmacos inhibidores de la produccion de pro-oxidantes e

inflamacién pulmonar.

Futuros trabajos deben explorar los efectos de la realizacion de este tipo de
competencias en un ambiente que posee niveles de contaminacion
identificado como de riesgo para la poblacion, a fin de programar la practica

de entrenamientos y carreras.
Futuros trabajos deben indagar el origen dentro del pulmén de los pro-

oxidantes medidos (via aérea o compartimiento alveolar), ademas de

incorporar parametros especificos de la inflamacion como interleuquinas.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Protocolo: Evaluacion de la inflamacion y el dafo oxidativo pulmonar

posterior a la realizacion de un ejercicio fisico prolongado.

Investigador responsable:

Oscar Araneda Valenzuela, Médico Cirujano, RUT 12291768-1

a)

b)

g)

Esta investigacién tiene por objetivo conocer el rol del ejercicio fisico prolongado
como generador potencial de fendmenos inflamatorios a nivel pulmonar.

Por mi propia iniciativa participo en la prueba atlética denominada................. a
desarrollarse el dia................. eximiendo a los investigadores de toda
responsabilidad ante eventos ocurridos durante el transcurso de la carrera
propiamente tal.

El grupo de investigadores le solicitara muestras de aire espirado condensado
en tres oportunidades; antes de la carrera, a los 20 y a los 80 minutos una vez
finalizada la prueba respectivamente. La obtencién de muestras de aire espirado
condensado es un procedimiento no invasivo y no existe riesgo asociado
desarrollo.

Los procedimientos y costos de esta investigacion seran cubiertos por los
investigadores, no incurriendo Ud en costo alguno durante el desarrollo del
proyecto, tampoco Ud. recibira ninguna compensacion econdémica por su
participacion en este estudio.

Toda la informacién derivada de su participacion en este estudio sera conservada
con estricta confidencialidad. Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de
los resultados de la investigacion sera completamente anonima.

Su participacidén en esta investigacion es totalmente voluntaria, pudiendo ademas
retirarse en cualquier momento sin ser obligado/a a dar razones. De igual
manera el equipo investigador puede retirarlo de este estudio si consideran que
esta decision va en su benéeficio.

Si Ud. requiere cualquier otra informacion sobre su participacion en este estudio
puede escribir al investigados responsable a oscar.araneda@uv.cl

Firma del voluntario

Nombre Completo y Apellidos

RUT:
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ANEXO 2

ENCUESTA DE PARTICIPACION

Estimado/a..........ccoveiiiiiii .

En el contexto de una investigacion cientifica necesitamos que completes la

siguiente informacion:

1. Fechade nacimiento..............................

2. ARo en que comenzaste a realizar running.......................

3. Tu altura corporal............

4. Tupeso actual...................

5. Cuantos kildbmetros a la semana corres actualmente................

6. Maxima distancia que has corrido y en que fecha la realizaste.............

7. Sehala tus marcas y afio en que las realizaste
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Direccién de Investigacién

ACTA DE EVALUACION BIOETICA

I. EIl Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias, de la Universidad de Valparaiso
constituido por: Dr. Agustin Martinez, Dr. Marco Fuenzalida, Dra. MV Claudia Delgado y
M Cs. Juan Carlos Espinoza, en su sesion del 27 de septiembre del presente declara
haber evaluado el protocolo experimental del proyecto: “DANO OXIDATIVO
PULMONAR INDUCIDO POR EJERCICIO AEROBICO PROLONGADO EVALUADO A TRAVES
DEL ANALISIS DEL AIRE ESPIRADO CONDENSADO", presentadc por el investigador
responsable Dr. Oscar Araneda V, adscrito a esta Facultad.

Il. Para su evaluacion el Comite de Biogtica revisé los siguientes antecedentes:

MARCO TEORICO, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La reclizacion de ejercicio fisico aumenta la formacién de radicales libres y en algunos
casos implica dafico oxidativo fisular. El aumento del superdxido y perdxide de
hidrégeno de origen mitocondrial, la activacion de fagocitos y el incremento de la
actividad de la xantino oxidasa constituyen los mecanismos primarios que lo sustentan.
El dafio oxidativo asociado al ejercicio a sido estudiado en varios aspectos,
describiéndose tanto como fendmeno sistémico y érgano especifico. En este aspecto,
destaca particularmente el estudio a nivel del muisculo esquelético, mientras ofros
érganos han sido solo parcialmente abordados. A nivel del tejido pulmonar se ha
logrado caracterizar el dafio oxidativo inducido por ejercicio utilizando
mayoritariamente modelos animales, debido a las dificultades técnicas y la invasividad
de los métodos requeridos para la redlizacion de estos estudios en humanos. El andlisis
del aire espirado condensado, en los Ultimos afos, ha sido aplicado en las mas
variadas situaciones fisioldgicas y patolégicas pulmonares, estableciéndose
indicadcres de inflamacion y dafio oxidativo a este érgano, sin embargo, ha sido poco
utiizado para estudiar el efecto del ejercicio. Previamente se ha abordado la
generacion de dafo oxidativo durante el gjercicio, encontrandose aumentos de la
concenfracion de pro-oxidantes y aumento del dafo oxidafivo a lipidos en
escaladores de un volcdn de 6125 metros y durante un ejercicio en cicloergdmetro a
2160 metros. Similares resultados fuercon reportados en sujetos que entrenaban a 2800
metros. Una variedad de ejercicio conocida por favorecer el aumento de los pro-
oxidantes y la generacién de dafio oxidativo son las carreras de fondo atlético, sin
embargo, el efecto de este tipo de actividad fisica sobre el tejido pulmonar no ha sido

Avenida Errazuriz 1834, Valparaiso l Fono-Fax: +56 (3 1
www.uv.cl
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previamente evaluado a fravés del andlisis del aire espirado condensado lo que se
pretende caracterizar a través de la realizacién de este trabagjo.

HIPOTESIS

La participacion en las carreras de fondo atlético de alta intensidad y prolongadas
aumenta la generacién de pro-oxidantes y favorece el daio oxidativo pulmonar.

OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar el estado redox pulmonar, a través del andlisis de muestras de aire espirado
condensado en sujetos que realizan ejercicio aerdbico prolongado.

ESPECIFICOS
1.-Analizar la concentfracidn de marcadores de pro-oxidantes y dafio oxidativo en
humanos que participan en carreras de fondo atlético (10, 21 y 42 kildbmetros).

2.-Determinar el efecto de la distancia recorrida sobre la generacién de pro-oxidantes
y dafio oxidative en humanos que participan en carreras de fondo atlético (10, 21 y 42
kilbmetros).

MATERIALES Y METODOS

Se conducird un estudio fransversal del fipo experimental que requiere la captacién de
corredores de fondo atlético aficionados de ambos sexos que participen carreras de
10, 21 y 42 kilometros, teniendo como objetivo al menos tener 8 atletas por cada
distancia para poder compararlas entre si. Los atletas deberdn cumplir con los criterios
de estar sanos al momento de la prueba, no ser fumadores, ni consumidores de
farmacos ni suplementos antfioxidantes y deberdn responder una encuesta sobre
estado de salud y una descripcion de la canfidad de ejercicio que realizan a la
semana. Los que cumplan con los criterios descritos serdn enrolados en el siguiente
protocolo:

1.-Evaluaciones fisioldgicas bdsicas de los atletas: peso, falla y espirometria.

2.-Toma de muestras de aire espirado en las camreras de fondo: Se procederd a tomar
muestras de aire espirado condensado utilizando el dispositivo disehado vy validado

Avenida Errazuriz 1834, Valparaiso i Fono-Fax: 56 (32} 250 7158
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previamente por el investigador principal. Las muestras serédn fomadas antes y hasta
dos horas posteriores a la carrera en sus diversas distancias, para ser almacenadas en
tanque de nitfrédgeno y posteriormente en -80 grados Celsius. Esta muestra se obtiene a
fravés de la respiracion en reposo del sujeto (en promedio por 15 minutos) a través de
un sistema de vdlvulas de una via y tubos de vidrio que pasan por un sistfema
enfriante, corresponde a un sistema no invasivo. (En anexos papers de frabajos previos
del investigador principal con esta mefodologia).

3.-Andlisis guimico del aire espirado condensado: contempla las determinaciones de la
concentracién de perdxido de hidrégeno segin Gay, nifritos utilizando la reaccién de
Griess como indicadores de pro-oxidantes. La concentraciéon de malondialdehido
serd determinada segun la técnica de Larstad como indicador de lipoperoxidacion y
pH como indicador de inflamacién pulmonar.

JUSTIFICACION DE LA METODOLOGIA Y RELEVANCIA DEL PROYECTO

La presente investigacion pretende aportar una nueva evidencia de formacion de
pro-oxidantes y dafo oxidativo pulmonar post-ejercicio en humanos que se exponen d
sesiones prolongadas de carreras pedestres a fravés del andlisis del aire espirado
condensado. Esto permitird aproximarse a la comprension de las modificaciones del
estado redox pulmonar como respuesta al ejercicio fisico de larga duracion. Este
método puede convertirse en una forma de monitoreo no invasivo a realizar en
corredores habituales de larga distancia y ademds una forma de evaluar a posteriori el
efecto de la accion de farmacos que inhiban los potenciales dafos en estas

condiciones.
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Consentimiento Informado

Titulo del Protocolo: Evaluacion de la inflamacién y el dafio oxidativo pulmonar posterior a la realizacion

de un ejercicio fisico prolongado.

Investigador responsable:

Oscar F. Araneda Valenzuelda, Médico Cirvjano, RUT 12291768-1

a)

b)

d)

e)

g

Esta investigacidn tiene por objetivo conocer el rol del ejercicio fisico prolongado como generador
potencial de fendmenos inflamatorios a nivel pulmonar.

Por mi propia iniciativa participo en una prueba de larga distancia en la distancia de ...... kildmetros
desarrollada el dia....................

Se le solicitard muestras de  aire espirado condensado en tres oportunidades; antes de la carrera y
en dos oportunidades una vez finalizada la prueba. La obtencién de muestras de aire espirado
condensado es un procedimiento no invasivo y no existe riesgo asociado desarrollo.

Los procedimientos y costos de esta investigacion serdn cubiertos por los investigadores, no
incurriendo Ud en costo alguno durante el desarrollo del proyecto, tampoco Ud. recibird ninguna
compensacion econdmica ni en especies por su participacion en este estudio.

Toda la informacién derivada de su participacién en este estudio serd conservada con estricta
confidencialidad. Cualquier publicacion o comunicacion cientifica de los resultados de Ia
investigacién serd completamente andénima.

Su Participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria, pudiendo ademds retirarse en
cualgquier momento sin ser obligado/a a dar razones. De igual manera el equipo investigador puede
retirarlo de este estudio si consideran que esta decisién va en su beneficio.

Si Ud. requiere cualquier ofra informacién sobre su participacion en este estudio puede llamar a
Oscar F. Araneda Valenzuela, fono 3281261.

Firma del voluntario

Nombre Completo y Apellidos Nombre Completo y Apellidos
RUT: RUT:
T o P PTICTTITI T[T B 3= ] [ T
Avenida Errazuriz 1834, Valparaiso Fono=-Fax: +56 (32
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Por lo anterior, el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias aprueba el protocolo
experimental.

Firma el Acta el Presidente del Comité de Bioética Institucional, en representacién del
Comité.

Valparaiso, 29 de Septiembre de 2011.

hin Carlos Espinoza Ibanez
pgsidente Comité de Bioética

Avenida Errazuriz 1834, Valparaiso Fono-Fax:
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ANEXO 4

Articulo 1:
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Bricer Commumicaition

Design and evaluation of a device for
collecting exhaled breath condensate®

Diseno y evaluacion de un equipo para obtener aire espirado condensado

Oscar Florencio Araneda Valenzuela, Maria Paulina Salazar Encina

Abstract

In recent years, the analysis of exhaled breath condensate samples has been given great weight as a noninvasive
methodology of studying physiology and lung diseases. The present study describes a device for measuring exhaled
breath condensate that is affordable, easily constructed, portable and suitable for use in the field, as well as allowing
the collection of simultaneous samples. The results obtained with this device in terms of the concentrations of
pH, hydrogen peroxide and nitrite, metabolites related to inflammatory and oxidative damage, in exhaled breath
condensate samples are comparable to those obtained with other devices previously described.

Keywords: Exhalation; Lung diseases; Equipment design.

Resumen

El andlisis de muestras de aire espirado condensado ha cobrado gran relevancia en los tltimos afios como método
no invasivo de estudio de la fisiologia y las enfermedades de origen pulmonar. En el presente trabajo se describe
un equipo para tomar muestras de aire espirado condensado de bajo costo, facil de fabricar, de transportar al
terreno y que permite tomar muestras en forma simultdnea. La concentracion de metabolitos relativos a procesos
inflamatorios y al dafo oxidativo (pH, perdxido de hidrogeno y nitrito) de muestras de aire espirado condensado
obtenido con este equipo son comparables a los reportados con otros previamente.

Descriptores: Espiracion; Enfermedades pulmonares; Disefio de equipo.

In recent years, the analysis of exhaled breath
condensate (EBC) has been proposed as a nonin-
vasive methodology of studying lung diseases.!”
This tool has been used to search for mecha-
nisms as well as to perform clinical follow-up of
various pulmonary pathologies.”” Exhaled breath
is returned to the environment at a temperature
of approximately 37°C, being saturated with water
together with metabolism products and lung
epithelial surface derivatives. Cooling of exhaled
air by condensers captures part of this exhaled
air through a system of hoses and tubes that
offer little resistance to respiration. The product
of this process is a transparent liquid containing
volatile and nonvolatile particles, the concentra-
tions of which are expressed using measures as
small as micromoles per liter. Commercial devices
have been developed for collecting EBC samples.
Among such devices, the most widely used are the
RTube™ (Respiratory Research Inc., Charlottesville,
VA, USA) and the ECoScreen (Jaeger GmbH,
Hoechberg, Germany). However, there are various

models constructed by individual investigators for
general use,”’ as well as for use in specific situa-
tions such as mechanical ventilation® or sample
collection from suckling infants* The parti-
cular interest of the investigators of the present
study was to develop an EBC condenser that is
affordable and portable, as well as allowing the
collection of simultaneous samples, use in several
experimental situations and use in patients with
pathologies of pulmonary origin, either in hospi-
tals or in the field, for the follow-up evaluation
of exercise tolerance, as well as the effects of air
contaminants, altitude and work.

Description of the device

Figure 1 presents a model of the device.

1)Connection to the condenser: Patients
can be connected to the condenser via a
mouthpiece or a mask. Although the mask
is better tolerated by subjects, the mouth-
piece allows the formation of approximately

* Study carried out at the Universidad Mayor School of Medicine, Santiago, Chile.
Correspondence to: Oscar Araneda Valenzuela. Camino la Piramide, 5750, Huechuraba, Santiago, Chile.

Tel 56 02 3281295. E-mail: oscar.aranedav@mayor.cl
Financial support: none.

Submitted: 17 February 2008. Accepted, after review: 26 May 2008.
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twice as much EBC in the same amount
of time. For both forms of connection, a
saliva trap should be used in order to avoid
sample contamination.

2)One-way system: The one-way design
allows the device to condense only the
exhaled air and avoid contamination
with substances in the environment. In
our device, we adapted two valves, each
measuring 22 mm in diameter (catalog
numbers 1664 and 1665; Hudson RCI,
Durham, NC, USA).

3)Flexible connector: The flexible connector
allows subjects to move and adapt to a more
comfortable position without interrupting
or increasing resistance to exhalation.
This can be constructed using a tube
measuring 15 ¢cm in length and 22 mm
in internal diameter (catalog number
60-50-150-1; VBM Medizintechnik GmbH,
Sulz, Germany).

4)Flexible heater: The device includes a
mesh-covered electrical resistor whose ends
are connected to a regulator that main-
tains the temperature at 37°C, preventing
condensation in this area and increasing
the collection yield.

5)Glass condenser: A Y-shaped glass
condenser is used. The condenser has
two upper arms, set at 45° angles, each

B

{ &

Figure 1 - Structure of the EBC condenser:
(above) condensation system and temperature
regulator; (below) general outline for assem-
bling the device. Parts: (A) vertical mouthpiece
and saliva trap; (B) one-way valves; (C) flexible
tube and heater; (D) glass condenser; (E) tempe-
rature requlator; and (F) box containing ice.

J Bras Pneumol. 2009;35(1):69-72

measuring 120 mm in length and 8 mm in
internal diameter. The flexible connector is
attached to one end, and a hose, which
allows the outflow of air, is connected to
the other. At its lower end, the condenser
has a third arm, measuring 40 mm in
length, to which a plastic tube, which
collects the sample, is inserted under pres-
sure. In order to increase the EBC flow
collected, more than one glass condenser,
joined by flexible connectors, can be used.

6)Cooling system: A box containing crushed
ice (-5°C), a mixture of ice and salt
(—15¢C) or ice packs (-15°C) can be used
as a cooling system. The sample volume
collected depends on the temperature
and on the number of glass condensers
used. As a reference, in an adult subject,
1.5 mL can be collected in 15 min when
using crushed ice and a single condenser.
Approximately twice as much is collected
in the same amount of time when using
two glass condensers and a mixture of ice
and salt.

Note: The device was designed to be portable
and to allow easy assembly/disassembly, as
well as allowing the collection of simultaneous
samples. When collecting samples from patients
with pathologies of infectious origin, its parts
can be discarded after use. However, the glass
condenser can be sterilized and reused.

Sample collection protocol

We recommend that subjects be comfortably
seated, at rest and wearing a nose clip. Prior to
sample collection, subjects should not eat for
one hour and should not smoke for six hours.
Due to the lower cost and the greater volume of
condensate collected, we recommend that the
mixture of ice and salt be used as the cooling
method. Total time to collection under these
conditions is 10 min or until subjects produce a
sample of 1.5-2 mL (Table 1).

Chemical determinations

Various parameters, such as markers of inflam-
mation, remodeling and tissue oxidative damage,
have been determined in EBC samples.”?! Using
the EBC condenser described in the present
study, the concentrations of hydrogen peroxide,
nitrite and pH were determined by different
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methods (Table 1), as were the concentrations
of malondialdehyde,” 8-isoprostane and protein
(data not shown). Although our condenser was
not directly compared with others, the values
revealed by the chemical analysis of the samples
collected using the EBC condenser described
here are at a level similar to previously reported
values obtained using other condensers in healthy
subjects (Table 1). In the future, this compa-
rison should be carried out in order to allow a
statistical analysis, which was not performed in
the present report. Regarding the influence of
the type of EBC condenser on the results, there
have been reports in which other condensers
were used indicating differences for parameters
such as pH,"*® whereas others show no diffe-
rences for aldehydes (malondialdehyde, hexanal,
heptanal or nonanal).'”’ Similarly, one group of
authors,'" using four different types of conden-
sers, found no differences in condensate volume,
nor in the concentration of hydrogen peroxide,
8-isoprostane or cytokine. This suggests that, in
the search for standardization of EBC sample
collection, it is necessary to standardize and
describe the conditions under which samples are
collected and handled, this probably being more
important than is the type of condenser used.
To date, there is no definite evidence that one
condenser is more appropriate than others for
collecting reproducible samples as suggested in
the American Thoracic Society and the European
Respiratory Society consensus on EBC collection
methodology.”’

Ih summary, the device described in the
present study corresponds to a low cost system
that has disposable parts and allows the collec-
tion of simultaneous samples from subjects under
various environmental and experimental situa-
tions, providing results similar to those obtained
with other EBC condensers previously described.
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biathletes, and five sedentary volunteers during a 6-week-stay
at 2,800 m. As a marker for oxidative stress, hydrogen per-
oxide (H,0,) was analyzed by the biosensor measuring
system Ecocheck™, and 8-iso prostaglandin F2x (8-iso
PGF2x) was determined by enzyme immunoassay in exhaled
breath condensate (EBC). To determine the whole blood
antioxidative capacity, we measured reduced glutathione
(GSH) enzymatically using Ellman’s reagent. Exercising
athletes and sedentary volunteers showed increased levels of
oxidative markers at moderate altitude, contrary to our
expectations; there was no difference between both groups.
Therefore, all subjects’ data were pooled to examine the
oxidative stress response exclusively due to altitude expo-
sure. H,05 levels increased at altitude and remained elevated
for3 days after returning to sea level (p < 0.05). On the other
hand, 8-iso PGF2x levels showed a tendency to increase at
altitude, but declined immediately after returning to sea level
(p = 0.001). Hypoxic exposure during the first day at altitude
resulted in elevated GSH levels (p < 0.05), that decreased
during prolonged sojourn at altitude (p < 0.001). In conclu-
sion, a stay at moderate altitude for up to 6 weeks increases
markers of oxidative stress in EBC independent of additional
endurance training. Notably, this oxidative stress is still
detectable 3 days upon return to sea level.

Keywords Hypoxia - Lung - Hydrogen peroxide -

8-iso prostaglandin F2x - Glutathione

Introduction

Altitude training is frequently used by endurance athletes to
improve competition performance at sea level (Levine and

Stray-Gundersen 1997). Three to four weeks at moderate
altitude is the minimal recommended period required to

@ Springer
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maximize the erythropoietic response (Chapman and Levine
2007; Heinicke et al. 2005). However, not all aspects of
altitude acclimatization may be beneficial for competing
athletes. In particular, it is known that exposure to altitude
combined with exercise (Araneda et al. 2005; Bailey et al.
2001; Chao et al. 1999; Pfeiffer et al. 1999; Schmidt et al.
2002), and even exposure to altitude in resting conditions
(Bailey et al. 2001), increases reactive oxygen species (ROS)
levels/formation, especially in lung and blood. On the other
hand, acute physical work per se is a contributor to oxidative
stress where mitochondria represent the major source of free
radicals (Bailey et al. 2001; Bailey et al. 2004; Sen 1995).
Apart from exercise, additional stressors increase oxidative
stress at altitude, such as exposure to ultra violet light, lack of
dietary antioxidants, cold climate, increased xanthine oxi-
dase activation and catecholamine production, as well as
increased reductive stress and generation of free radicals
through anoxia/reoxygenation (Askew 2002). Excessive
generation of ROS can induce both, a detrimental effect on
lipids, proteins, and DNA as well as an adaptive response.
Several studies demonstrate the pathophysiological signifi-
cance of oxidative stress molecules such as hydrogen
peroxide (H,0,) and 8-iso prostaglandin F2x (8-iso PGF2x)
in relation to cellular inflammation and lung diseases
(Makris et al. 2007; Montuschi 2005; Psathakis et al. 2006).
H,0; is produced after converting superoxide anions O, to
H>0> by superoxide dismutase and is less stable than 8-iso
PGF2x that is a product of arachidonic acid oxidation by
ROS. Collection of exhaled breath condensate (EBC) offers
the opportunity to measure these markers in the lower
respiratory tract in a noninvasive manner (Horvath et al.
2005). In addition, maintenance of redox state depends on
the efficiency of antioxidant defense systems and the amount
of ROS generated. As such, reduced glutathione (GSH) is
one of the most important cellular antioxidants that plays a
central role in the regulation of redox sensitive signal
transduction (Sen 1999).

Despite its impact, there is little knowledge as to whe-
ther oxidative stress increases during a prolonged period of
exercise at moderate altimde. We hypothesized that a
cumulated effect of exercise and hypoxia exists that causes
up-regulation of free radical production, and consequently,
an increase in oxidative stress markers. Therefore, using
EBC and blood we determined oxidative stress response
parameters upon exercise or rest during a 6-week-sojourn
at moderate altitude (2,800 m).

Methods
Subjects and protocol

Ten healthy, endurance trained biathletes, and five seden-
tary, control subjects, all 15 volunteers being members of

@ Springer

the Chilean Military “Escuela de Montaiia”, who usually
live at sea level, were investigated during a 6-week-train-
ing camp or stay at moderate altitude (2,800 m) in Portillo,
Chile. The subjects gave their written informed consent to
participate in this study, which was approved by the Ethical
Committee for Humans from the Faculty of Medicine,
University of Chile, Santiago and supported by the head-
quarter of the Chilean Military. The daily training time of
the athletes [four females and six males; mean age (SD),
247 £ 1.3 years, 167.2 =95 cm, 63.1 &+ 8.0 kg, BMI
225 4 1.5 kg/m?®] was 4-6 h with one rest day per week.
Training included extensive cross country skiing, strength
training, and shooting technique training. The sedentary
control subjects (five males, 30.2 + 3.3 years, 168.2 +
53 cm, 79.8 + 7.1 kg, BMI 28.2 4 1.7 kg/m?) performed
mainly office work and regular daily life tasks with no
heavy work load. Diet composition and caloric intake was
monitored 1 week before and throughout the study. Dietary
characteristics were balanced and identical for both test
groups. All test subjects were members of the army, a fact
that helped to standardize the experimental conditions.
EBC (see below) was collected initially 2 weeks prior at
sea level, on day 2 (24 h after arrival at altitude) and day 44
at altitude as well as at sea level 3 days after returning from
altitude. Capillary blood samples for determination of
hemoglobin concentration ([Hb]) and cubital-venous blood
samples for reduced GSH were taken initially 2 wecks
prior at sea level (670 m), and on days 2 (24 h after arrival
at altitude), 13, 24, 34 and 44 at altitude (2,800 m). All data
were collected in the morning after a minimum period of
12 h rest for the test subjects.

Exhaled breath condensate (EBC) collection
and analysis

Exhaled breath condensate was collected with a self-con-
structed device as described earlier (Araneda et al. 2005).
In brief, prior to the sampling procedure, the subject’s
mouth was rinsed with distilled water and the nostrils were
blocked by cotton stoppers. Expired air was led from a face
mask with attached heated tube (40°C) into a glass col-
lector placed in ice at —5°C. Using a trap, saliva was
collected in the bottom of the face mask that was not
connected to the condenser. About 1.5 ml EBC was col-
lected during a period of 20 min and immediately stored in
liquid nitrogen until analyzed.

Hydrogen peroxide (H,O,)

Hydrogen peroxide concentration was measured in EBC
with the Ecocheck™ (Flit GmbH, Berlin, Germany) by
using a biosensor as described previously (Gerritsen et al.
2005). In brief, 500 pl EBC are mixed with 500 pl dilution
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buffer to adjust the phosphate concentration. H,O, is
reduced enzymatically by a peroxidase on the sensor. The
electrons are transferred to the sensor electrode by a redox
pair where they induce a voltage change, which is pro-
portional to the H,O, concentration.

8-iso prostaglandin F2z (8-iso PGF2x)

8-iso PGF2x concentration was determined by an enzyme
immunoassay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA), previously tested for its utility to assess 8-iso PGF2a
in EBC (Montuschi et al. 2000). The test kit was modified
according to the manufacturer’s instructions to reach a
lower limit of detection of 1 pg/ml.

Blood analysis

Capillary blood samples were immediately analyzed
with the GEM Oxygenation Portable Laboratory (OPL),
(Instrumentation Laboratory, Munich, Germany) to mea-
sure [Hb].

Reduced glutathione (GSH)

GSH was determined in whole blood by analyzing the
concentration in erythrocytes that is about 500 times higher
than in plasma (Jones 2002). Hundred microliter venous
blood was added to 800 pl of precipitation solution con-
taining: 1.67 g of glacial metaphosphoric acid, 0.2 g
Na,EDTA and 30 g NaCl in 100 ml ddH,O. Samples were
left at room temperature for 10 min to reach complete
hemoglobin denaturation and were then frozen in liquid
nitrogen.

Ellman’s reagent (DTNB) was used to evaluate the
nonprotein thiol GSH as described earlier (Tietze 1969).
After centrifugation (15 min at 5,000g), supernatants were
assayed for nonprotein thiols. GSH was measured using a

Lambda 25 UV/VIS spectrometer (Perkin Elmer).
Absorption of complexes of GSH with DTNB was mea-
sured at 412 nm and a calibration curve was constructed
for each experiment using a commercially available GSH
standard (Sigma).

Statistics

Statistical analysis was carried out using GraphPad InStat
software version 3.06 (San Diego, CA). The nonparametric
Friedman test for repeated measures was performed to
compare groups by time followed by Dunn’s post-hoc test.
Comparisons between the single groups (trained vs. sed-
entary) were analyzed by applying the Mann—Whitney test.
The level of statistical significance was set at p < 0.05.

Results

Increased levels of oxidative stress markers were found at
altitude in both groups, trained and sedentary (Table 1).
However, we did not detect any significant differences in
H,0,, 8-iso PGF2x and GSH levels between the trained
and sedentary group at sea level or at altitude. Therefore,
the subjects’ data were pooled to examine the effect of
hypoxia on redox balance. As depicted in Fig. 1, H,O,
significantly increased after 44 days at altitude from
60 nmol/l (median), 40-106 nmol/l (interquartile range) at
sea level to 131, 118-167 nmol/l, p < 0.05. The level of
H>0, remained elevated even 3 days after returning to sea
level (129, 92-194 nmol/l, p < 0.05) when compared to
sea level (-pre) values. 8-iso PGF2x showed a tendency to
increase during the stay at altitude (day 2 vs. day 44, from
248, 1.90-3.24 w0 3.17, 2.374.31, pg/ml, Fig. 2) and
significantly decreased upon returning to sea level (1.84,
1.58-2.23, pg/ml, p < 0.05). Finally, Fig. 3 demonstrates
that an acute exposure to hypoxia resulted in significantly

Table 1 Effects of prolonged hypoxia and exercise on oxidative stress markers and antioxidative capacity

Days H,0O, (nmol/l)

8-iso PGF2z (pg/ml) GSH (pmol/g Hb)

Trained Sedentary Trained Sedentary Trained Sedentary
Sea level (-pre) 2,800 m altitude =14 8430 £ 42.44 45.40 £+ 19.79 277065 29512095 444 £090 497 £ 066
2 9920 + 3891 93.60 £ 4247 277 £ 089 260094 530093 560 %050
13 - - - - 418+ 106 473 £ 056
24 - - - - 460+ 071 4.66 £ 1.12
34 - - = - 3.96 £ 1.05  3.67 £ 091
44 12820 & 5353 16960 & 7533 345+ 173 3.65+1.08 398 +£094 381 +055
Sea level (-post) +3 154.10 £ 9042 150.00 £ 66.35 1.79 £ 048 206 + 051 - =

Exhaled breath condensate and blood samples were obtained from all volunteers after a resting period. Values are mean &+ SD

H->0> hydrogen peroxide, 8-iso PGF2x 8-iso prostaglandin F2«, GSH reduced glutathione, frained endurance athletes training at moderate
altiude (7 = 10), sedenrary control subjects living at moderate altitude (n = 5)
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Fig. 1 Changes in hydrogen peroxide (H,O;) in response (o
prolonged hypoxia. Sea level (-pre) values, 2 weeks prior to altitude
exposure; sea level (-post) values, 3 days post altitude exposure.
Values are given as box plors indicating the median (center horizontal
line), interquartile range from the 25th to the 75th percentile (box),
and the 10th and 90th percentiles (whiskers). Outliers are presented as
circles. Asterisk indicates significant differences from sea level (-pre)
values, p = 0.05. Pooled data from ten trained and five sedentary
control subjects are shown

| :
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Fig. 2 Changes in 8-iso prostaglandin F2x (8-iso PGF2x) in response
1o prolonged hypoxia. Sea level (-pre) values, 2 weeks prior to
altiude exposure; sea level (-post) values, 3 days post altitude
exposure. Values are given as box plots indicating the median (center
horizontal line), interquartile range from the 25th to the 75th
percentile (hox), and the 10th and 90th percentiles (whiskers).
Qutliers are presented as circles. Asterisk indicates significant
differences from sea level (-pre) values, hash different from altitude
values—day 2, plus different from altinde values—day 44, p < 0.05.
Pooled data from ten trained and five sedentary control subjects are
shown

elevated GSH levels [sea level (-pre) vs. day 2, from 4.82,
4.12-5.33 1o 5.38, 5.01-6.08, pmol/g Hb, p < 0.05]. GSH
levels significantly decreased throughout the stay at
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Fig. 3 Time course of reduced glutathione (GSH) at moderate
altirude. Sea level (-pre) values, 2 weeks prior to altitude exposure;
sea level (-post) values, 3 days post altitude exposure. Values are
given as box plots indicating the median (center horizontal line),
interquartile range from the 25th to the 75th percentile (box), and the
10th and 90th percentiles (whiskers). Outliers are presented as circles.
Asterisk indicates significant differences from sea level (-pre) values,
p = 0.05; hash different from altitude values—day 2, p < 0.05,
double hash p < 0.01, triple hash p < 0.001. Pooled data from ten
trained and five sedentary control subjects are shown

altitude (day 2 vs. day 44, from 5.38, 5.01-6.08 to 3.87,
3.32-4.66 pmol/g Hb, p < 0.001).

Discussion

Contrary to our hypothesis, the present study determined
that the effects of two combined oxidative stimuli, chronic
hypoxia and training, did not demonstrate a cumulative
effect on the redox state in endurance trained athletes
compared to sedentary controls. We observed, however,
altitude-induced alterations with significantly increased
levels of H,O, in EBC at altitude and after return to sea
level, a tendency to increased 8-iso PGF2« levels in EBC at
altitude as well as a depletion of the antioxidant GSH in
blood. Our results suggest that living at moderate altitude
for an extended period of time is accompanied by a long-
term increase in lung oxidative stress independent of
strenuous physical exertion in trained subjects.

Earlier studies have shown increased levels of oxidative
stress associated with physical work at moderate altitude
over a shorter period of time than our study, 11-24 days
(Araneda et al. 2005; Chao et al. 1999; Pfeiffer et al. 1999;
Schmidt et al. 2002; Vasankari et al. 1997), and 12 hypoxic
training sessions during 6 weeks (Pialoux et al. 2006).
However, in those studies no sedentary control groups were
investigated at altitude and the objective was mainly to
investigate the influence of antioxidant supplementation.
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It is known that acute exercise in hypoxia (Araneda et al.
2005; Bailey et al. 2001; Joanny et al. 2001; Moller et al.
2001; Pialoux et al. 2006) and normoxia (Bailey et al.
2001; Bailey et al. 2004) increases oxidative stress com-
pared to resting conditions. On the other hand, regular
intermittent hypoxic training was leading to attenuated
increases in lipid peroxidation and reduced plasma
malondialdehyde due to mobilization of x-tocopherol
compared with normoxic training (Bailey et al. 2001). The
observation that there was no difference between sedentary
and endurance trained subjects might be explained by the
lower exercise-induced oxidative stress after intermittent
hypoxic training. This suggests that controlled ROS gen-
eration is required to initiate adaptation to physical stress.

There is evidence that normoxic exercise training
results in increased cellular concentrations of antioxidants
(Powers et al. 1999). Endurance training can elevate
antioxidant enzyme activities in erythrocytes (Miyazaki
et al. 2001). It also seems to be capable of reducing DNA
damage in white blood cells after exhaustive exercise
(Niess et al. 1996), and strengthens GSH dependent tissue
antioxidant defense by increasing cellular concentrations
of GSH in skeletal muscles (Powers et al. 1999; Sen
1999). However, we found no differences in GSH sea
level values between our trained and sedentary subjects.
At moderate altitude, both groups followed the same
antioxidant pattern. Hypoxic exposure did lead to an
increase in GSH-concentration after 24 h; and, GSH
levels decreased to normoxic levels during the stay at
altitude. Earlier we described a rapid increase in mouse
erythrocytes GSH levels on 0.5% O, hypoxic exposure in
vitro (Bogdanova et al. 2003), and others showed an
increase in mouse muscle reduced GSH with acute
hypoxia equivalent to an altitude of 7,000 m (Magalhaes
et al. 2004), a result that correlates with the observation
of suppressed ROS production in hepatocytes primary
cultures in response to acute hypoxia (Bogdanova et al.
2005). Chronic hypoxic exposure reduces erythrocytes
GSH content (Singh et al. 2001) and triggers activation of
glutathione cycle related enzyme activity (Magalhaes
et al. 2005) leading to improved antioxidant capacity of
blood.

Permanent residence at high altitude was accompanied
by increased oxidative stress (Jefferson et al. 2004), and
1 day of high altitude hypoxia in sedentary lowlanders was
associated with increased steady-state levels of oxidative
DNA damage (Moller et al. 2001). However, prolonged
hypoxic exposure in lowlanders showed an adaptive
response to oxidative stress. After 8 weeks at high altitude,
similar oxidative DNA damage was found as it was seen at
sea level (Lundby et al. 2003). Moreover, after 13 months,
the antioxidant defense was upregulated, e.g. as identified
by elevated whole blood GSH levels (Vij et al. 2005).

In our study, oxidative stress persisted upon returning to
sea level for 3 days. Indeed, there are reports of continued
increased levels of lipid peroxidase (Joanny et al. 2001),
increased levels of H,O» (Araneda et al. 2005) after a
prolonged stay at high altitude, and increased polarity of
the erythrocyte membrane bilayer surface with increased
formation of malondialdehyde after a short-term stay at
moderate altitude (Gonzalez et al. 2005).

In conclusion, 6 weeks of endurance training at mod-
erate altitude did not result in an additional long-term
increase in lung oxidative stress in trained compared to
sedentary subjects. In addition, oxidative stress remained
clevated upon returning to sea level. These observations
suggest that the increased oxidative stress is due to expo-
sure to moderate altitude. Our data imply that a protective
adaptation to physical stress occurred in athletes that
adjusts the systemic homoeostasis. However, the physio-
logical consequences of increased lung oxidative stress at
moderate altitude remain to be elucidated.
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Exhaled breath condensate analysis after long distance races

Abstract

Exhaled breath condensate (EBC) was used to evaluate impact of endurance race
on pulmonary pro-oxidative formation and lipoperoxidation. Twelve, twelve and
seventeen healthy recreational runners, of both sexes, took part in 10, 21.1 and 42.2
km runs, respectively. EBC samples were collected before the run, at 20 and at 80
minutes after the run. Concentrations of H,O,, NO2", malondialdehyde (MDA) and pH
were determined. After the run, participants of the 21.1 and 42.2 km circuits showed
higher H,O, and NO2" concentrations while no variations were observed in the 10 km
group. There were no observed changes in MDA concentration within the 10 and
42.2 km groups. pH showed no differences within these groups. AH,O, y ANOy
median in the 42.2 km group were higher than in the 10 km group. ApH median
decreased for the 21.1 and 42.2 km groups. An increase in this parameter was
observed in the 10 km group, showing a significantly higher median value than 21.1
and 42.2 km groups. AH,0, y ANO; correlated directly with race time, while ApH,
showed an inverse correlation. In conclusion, intense prolonged exercise favors the
increase in pulmonary pro-oxidative levels, with no modifications on lipoperoxidation.

Running time relates to the magnitude of acute post exercise pro-oxidative formation.

Keywords

breath analysis, lung oxidative stress, physical exercise, long distance runners
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Introduction

Physical exercise increases pro-oxidative production and favors systemic and organ-
specific oxidative stress (OS) [40, 47]. Exercise-induced oxidative stress was initially
reported over 30 years ago [11], however, its pulmonary effects have been
understudied. In fact, available studies use almost exclusively, animal models.
Oxidative stress on proteins [44], lipids [45] and DNA [3] has been reported in lung
tissue samples of acutely exercised animals.

One of the most common contexts for OS appearance is an inflammatory process
[25], this association is of particular importance since OS has been known to
participate in the origin or progression of several pulmonary illnesses [51].

Previously, an inflammatory pattern of airways has been found in endurance
sportspeople, determined through the study of bronchial-alveolar lavage and
endobrachial biopsy in skiers [49, 42], although direct study of pulmonary tissue has
been a source of great contributions, sampling is not risk free and requires special
equipment and trained personnel. Currently, non-invasive experimental approaches —
such as exhaled NO, nasal lavage and induced sputum- to study pulmonary tissue
are available. Using these techniques, oxidative stress and inflammation originated in
the airways of cross-country skiers [50], swimmers [38] and endurance runners [5,9]
have been described. Along with the aforementioned methods, OS markers have
been measured through the use of exhaled breath condensate (EBC) in exercise;
Nowak et al. [36], found no differences in H,O, and TBARs concentrations after
cycloergometric exercise. Marek et al. [31] found similar results when studying H,O
concentrations. Font-Ribera et al. [14] found no differences in 8-isoprostanes in pool
swimmers. Araneda et al. [1] found increases in H,O, and MDA concentrations in

EBC of climbers and cyclists in hypobaric hypoxia in the field. A later report, showed
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an increase in H,O; and 8-isoprostanes in biathletes training in high altitude [22]. In
this paper, acute exercise-induced modifications on pro-oxidative formation
measured in EBC samples, obtained in endurance runners at low altitude were
evaluated.

Methods

Subjects and protocol

All participants were recreational runners (see Table 1), non-smokers, with no higher
or lower respiratory tract illnesses in the last month and had no respiratory system
related chronic illnesses (asthma and allergic rhinitis). Also they did not use
nutritional supplements, anti-oxidative or anti-inflammatory medications. Participants
received verbal and written information and signed an informed consent form. This
study meets with the ethical standards of International Journal of Sports Medicine [21], and was
approved by the ethics research committee of the University of Valparaiso.

Samples were obtained in six endurance races in the 10 km (10K), 21.1 km (21K)
and 42.2 km (42K) categories, carried out in Santiago of Chile between years 2007
and 2010. During the races, EBC samples were taken 30 minutes before (pre), at 20
minutes (20 post) and at 80 (80 post) minutes after the end of the race. Every runner
chose the race in which he/she participated. Subject distribution by distance,
environmental factors and air contaminant concentrations during the races are

described in Table 2.

EBC sample collection was done with a previously described apparatus [1, 2],
subjects at rest, with a nasal clip and having previously washed their mouths with
distilled water. Sample collection time was of approximately 15 minutes or until 1.5 ml

was obtained. Samples were immediately stored in liquid nitrogen and later at — 80
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Celsius degrees until their analysis. Because of insufficient EBC sample volume, not

all variables were measured in some samples, as noted in results.

Malondialdehyde (MDA)

Concentration of MDA was measured according to Larstad et al. [27] .300 ul of EBC
were mixed with 100 ul of 25mM thiobarbituric acid. The mixture was incubated for
one hour at 95 °C. After cooling, first in ice for five min. and for 40 min at room
temperature thereafter, the mixture was submitted to high performance liquid
chromatography (Shimadzu LC10AD, Corporation, U.S.A.), where A C-18 column
150 mm long and 4,6 mm I.D. (Supelcosil LC-18, Supelco, U.S.A) was used. The
mobile phase (1ml/min) was a 20:80 (v/v) mixture of acetonitrile in 20 mM potassium
phosphate buffer (pH 6.8). Measurements were done with a fluorescence detector
(RF-551, Shimadzu, U.S.A.), excitation and emission wavelengths, being at 532 and
553 mm respectively. Malondialdehyde bis (diaethylacetal) from Merck (Germany),

was applied as standard.

Hydrogen peroxide

It was measured using FOX; [35] reagent modified as previously described [1] with
added sorbitol according to Gay and Gebicki [15]. 350 uL of EBC were used and 150
uL of modified FOX; reagent were added, then the sample was incubated for one
hour at room temperature and absorbance was read at 560 nm (Jenway 6405, U.K.).
Three curves were made for each measurement with Merck (Germany) H,O, as

standard.
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pH
It was measured using Paget-Brown et al. [37] protocol. 100 pyL of EBC were

bubbled with Argon for eight minutes at a flow rate of 350 mL/min and pH was later

measured using a 3 X 38 mm (diameter x length) microelectrode (Cole and

Palmer) connected to a pH meter (Oakton © Acorn pH 6).

Nitrites (NO3)

Nitrite concentration was measured using the spectrophotometric test based on the
Griess reaction [18]. 300 pL of Griess reagent (0.1% naphthylethylenediamine-
dihydrochloride, 1% sulphanilamide, 3% H3PO4) were added to 300 uL de EBC. The
mixture was incubated for ten minutes and absorbance was measured at 550 nm.

Three curves were made for each measurement, with sodium nitrite as standard.

Statistics

The effect of exercise within each group was analyzed applying the Friedman test for
repeated samples, followed later by Dunn’s test. For comparisons between basal
values and among 42K runners of different races, the Kruskal-Wallis test was used,
followed later by Dunn’s test. Median for [MDA] and the comparison between 10K
runners in different races were contrasted using the Mann-Whitney test. Correlations
were studied by determining the Spearman correlation coefficient. The significance
level used was of p<0.05. Statistical analysis was carried out using the GraphPad

Prism, USA software.
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Results

Neither the number of training kilometers the runners run during the week (p=0.51)
nor the age of runners (p=0.31) made any difference. For details, see Table 1.

[H202] showed no significant changes in the 10K group (p=0.47). [H20-] increased
on 20 post (p<0.01) and on 80 post (p<0.001) to the pre-value on the 21K group. The
same parameter showed increases in 20 post when compared to pre values in the
42K group (p<0.01). There were no differences observed in the pre value among
groups (p=0.14). For details, see Fig. 1.

[NO;] in EBC showed no changes in the 10K group (p=0.93). In the 21K group,
increases were seen when compared pre versus 20 post (p<0.05) and 80 post
(p<0.05) values. Increases were also observed on the 42K group in 20 (p<0.05) post
and 80 post (p<0.05) with respect to the pre value. There were no differences
observed in the pre value among groups (p=0.39). For details, see Fig. 1.

pH showed no differences within the studied groups. There were no differences
observed in the pre value among groups (p=0.17). For details, see Fig. 1.

[MDA] was analyzed -at the same stages- only in one group of subjects from 10K
and 42K because of insufficient samples. There were no differences observed on this
parameter within each group, nor when comparing their basal values. For details, see
Fig. 2.

The median of absolute changes in [H20;] showed lower values for 10K versus 21K
(p<0.05) and 42K (p<0.001). In absolute changes of [NO>] higher value for 42K
versus 10K (p<0.05) can be observed. The median of absolute changes in pH was

higher in 10K than in 21K (p<0.05) and 42K (p<0.05). For details, see Fig. 3.
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The A[H20,] showed a direct correlation with the A[NO], (r=0.72, n=36, p< 0.0001).
Deltas were obtained form 20 post-pre, see Fig. 5. Total race time on the three
groups showed significant correlation with A[H202] (r=0.57, n=41, p< 0.0001), A[NOy
] (r=0.42, n=38, p=0.01) and ApH (r=-0.39, n=31, p=0.03). Deltas were obtained from
20 post - pre. For details, see Fig. 4.

Absolute values of all subjects showed a significant correlation between [H,O3]
versus [NOy] (r=0.74, n=114, p< 0.0001). Significant correlations between [H20-]
versus pH (r=-0.48, n=93, p< 0.0001) and between [NO;] versus pH (r=-0.48, n=84,
p< 0.0001) were found.

Using data from different races over the same distance, two 10K sub-groups of
runners (n = 10) and three sub-groups of 42K runners (n = 17) were compared. No
differences were found for running time, absolute values and absolute changes, as

can be observed in tables 3 and 4 respectively.

Discussion

Human participation in endurance races alters non-enzymatic plasmatic antioxidative
levels [6], intracellular antioxidative enzyme activity [30] and creates oxidative stress
to lipids [8], proteins [20] and to DNA [34]. These data have been obtained through
the analysis of systemic indicators (plasma and urine) and from the study of
lymphocytes, erythrocytes and skeletal muscle [39]. On this study, we have focused
on the potential oxidative stress on lungs induced by prolonged intense exercise. Our
findings show an increase of two important pro-oxidatives (Fig. 1), with no variations
on oxidative stress on lipids (Fig. 2).

[H20,] in EBC showed increases in 21K and 42K, with no variations for 10K (Fig. 1).

This biomarker has been previously analyzed during exercise, however, in conditions
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hardly comparable to those of our protocol; Nowak et al. [36] in a submaximal
exercise on a cycloergometer (120W x 6 minutes) found no differences when
comparing before and after exercise. The same result was found after brief maximal
exercise (3 minutes) in elite cyclists at 670 and 2160 meters height [1].
Measurements [H»O,] during exercise, Marek et al. [31] in a submaximal
cycloergometer protocol (approx. 6 minutes at 60W + 5 min at 120W) and later
during maximal exercise (300 W) showed no differences [32]. Mercken et al. [33]
also, found no differences in maximal exercise in a cycloergonometer (approx. 12
minutes) in healthy people, whereas differences were found in patients with
obstructive chronic pulmonary illnesses, a pathology characterized by the presence
of a pulmonary oxidative imbalance [28]. However, those experiments were carried
out during short periods of time, contrasting with the time of our experiments, which
probably partially explains the differences with our results, where the A[H20,] median
has a tendency to increase depending on the duration of the test, being 10K different
from 21K and 42K (Fig. 3). Furthermore, this is confirmed by the correlation between
A[H20-] and the time of the test (Fig. 4).

[NO>] in EBC is considered an important marker of oxidative stress and chronic
inflammation in airways in patients with cystic fibrosis and asthma [13], as well as in
patients with acute lung damage [16]. To the extent of our knowledge, [NO;] has not
been previously determined in EBC in conditions similar to those reported on this
work. Although metabolism and relation between NO2™ and NO (its source of origin)
are a complex problem yet to be solved [7], observed post marathon increase in
exhaled NO [5], hints that it could be one of the sources for the increase of [NO,T in

EBC described on this work. This hypothesis must be proven in future research,
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since in some pathological situations (cystic fibrosis) increases in [NO2] have been

reported with normal exhaled NO [24].

The same general tendency observed for [H20;] was found for [NO,] in the median
of single values (Fig. 1), in the median of absolute changes (Fig. 3) and in its low to
moderate correlation with the time of the race (Fig. 4). Also, A[H,O,] correlates
directly with the A[NO;] (Fig. 5). A likely explanation for these findings is the
probable common origin of both species or that they are part of a common process.
[H202] in EBC correlates to phagocyte activity in peripheral blood [48] and with
leucocytes in induced sputum of patients with bronchiectasis [29]. In long distance
races, increases in the number of leukocytes in the blood has been described, in
addition to their higher capacity to form pro-oxidatives [6, 23]. In induced sputum
samples Bonsignore et al. [5] reported increase of post marathon polymorphonuclear
neutrophils.

Contradicting previous expectations, the increase in pro-oxidatives did not mean a
higher post exercise lipoperoxidation in EBC (Fig. 2). Coincidentally, Nowak et al.
[36] evidenced no differences on TBARs in EBC in cycloergometer (120W x 6
minutes). Font-Ribera et al. [14] did not report changes in 8-isoprostane
concentration after 40 minutes of swimming in a pool. In hypobaric hypoxia
conditions lipoperoxidation increased; [MDA] in EBC increased in climbers over 6000
meters. The same variation was seen in a group of cyclists in a cycloergometer at
2160 meters, while the same protocol elicited no changes at 670 meters [1]. Heinicke
et al. [22] reported increases of 8-isoprostanes in EBC on biathletes that trained at
high altitude. From the data presented on this work, it is possible to conclude that

prolonged and acute exercise is not enough to create oxidative stress per se in the
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described conditions. It is likely that regular exercise also induces anti-oxidative
defenses that prevent acute oxidative stress, as it had been previously reported
[4,17]. Since the number of samples analyzed was less than desirable, these results
must be further confirmed.

pH in EBC corresponds to a parameter studied in various pathologies. A low value of
this parameter has been consistently found in inflammatory processes of the airways
and of the lung parenchyma [26]. The study of induced sputum in cross country
runners showed that a year’s training generates a persistent inflammatory process -
with no apparent clinical repercussions- along with an increase in inflammatory cells
and of inflammation mediator concentrations (interleukin-8, leukotriene E4 and
histamine) [10]. Under acute maximal exercise conditions, increases in prostaglandin
E2 and thromboxane B2 in EBC were found when comparing concentrations before
and after exercise [41]. Chimenti et al. [9] reported an increase in interleukin-8; an
increase of the number of epithelium cells and their apoptosis in induced sputum,
along with the increase of Clara cell protein CC-16 in serum, these results were
interpreted as inflammation and epithelial damage to the airways after a 21K race.

In this work, ApH medians showed a decrease in 21K and 42K groups (Fig. 3), while
this parameter increased in the 10K group. In previous studies Marek et al. [32]
found no variations in EBC pH in brief maximal exercise. Riediker and Danuser [46]
reported an increase in post exercise pH (30 minutes at 60% of maximum heart rate).
Greenwald et al. [19] found no differences in acute post exercise in a field study,
while pH values in regular runners were inferior to control ones [12]. Although the
results of these studies can be compared to the 10K group, intense and more
prolonged exercising favors a drop in pH correlated weakly to moderately with the

length of the race (Fig. 4). Inverse correlations found between pH and analyzed pro-
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oxidatives suggest that the higher production of these species at a pulmonary level,
in these conditions, is involved in the inflammatory process and the later observed
drop in pH (see results). Similar correlations have been described in asthmatic
patients, with chronic obstructive pulmonary disease and bronchiectasis, all
pathologies that share a chronic inflammatory process of the airways [43].

A potential shortcoming of this work is related to the different weather conditions and
the air contaminant concentration in which samples were obtained (see table 2). In
order to test the influence of these factors, samples were taken at the same distance
in different races. In 10K competitors (83% of the total sample) —in races 3 and 6
(see table 3)- similar running time and pre value were found. Moreover, differences
between A[H,0O.] and A[NO;,] were not found, although during race 6 —compared to
race 3 conditions- there was an Os concentration three times higher; an MP4g
concentration twelve times smaller and an NO, concentration eight times smaller.
When comparing samples taken from the 100% of the 42K race runners in races 2,4
and 5, no significant differences were found among running times, pre-race values
and absolute changes of [H20,], [NO;] and pH in EBC (see table 4). The comparison
of air contaminants between races 2 and 4 (both similar) and race 5, found that the
former had O3z concentration three times higher and MP10 concentration 1.5 times
smaller than the latter.

This comparison was not done for 21K given the small number of participants in the
race, however we speculate that results must be similar. Ferdinands et. al. [12] in
previous work, found that exercise does not relate to pH changes at different
concentration of air pollutants, furthermore they did not find any correlation with

them, pointing in the same direction as the results reported above. Regarding the two
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analyzed distances, it is possible to conclude that the probable cause of the EBC

modifications found is the exercise done instead of the weather conditions.

Conclusions

Acute, prolonged physical exercise done at low altitude, increases the formation of
pro-oxidants (H».O, y NO;’) with no evidence of lipidoperoxidation (MDA) in EBC
samples. Furthermore, pro-oxidant changes and pH are related to the running time.
Causes of these phenomena are not known yet and is still to be determined whether
the described changes are an expression of a lung-located process or if they are
related to an alteration of the systemic redox changes characteristic of these exercise

conditions.
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Fig.1l [H202], [NO2] and pH in EBC in 10, 21 and 42 kilometer runners. The number
of individuals is indicate in each graph. Values are expressed as median. * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001 different from basal for each analyzed distance.
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Fig.2 [MDA] in EBC in 10 and 42 kilometer runners. Values are expressed as median.
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Fig. 3 Absolute changes (20 post-pre) on [H,O.], [NO2] and pH in EBC in 10, 21 and 42
kilometer runners. Values are expressed as median, IQR (box) and Min to Max (whiskers) , *

p< 0.05 different from 10K. *** p< 0.01 different from 10K.
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Fig. 4 Relation between absolute changes (20 post-pre) on [H20:], [NO;] and pH in EBC
versus total race time in 10, 21 and 42 kilometer runners.
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(20 post-pre) [NOz7in 10, 21 and 42 kilometer runners.
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Table 1 Characteristics of competitors on the six races.

10K 21K 42K
Men/Women 9/3 7/5 12/5
Age (years) 31.5+10.9 36.6+8.6 38.248.3
Weight (kilograms) 63.14£5.8 63.4+13.1 65.24+8.6
Height (centimeters) 170.4+£5.9 168.0£10.0 169.5+6.4
Training (km/week) 48.3+26.4 50.3+24.4 59.2+18.3
Race time (seconds) 32094522 6090+880 ab 14793ﬂz2693a

Values are expressed as average+SD. * p< 0.05 different from 10K group. ® p< 0.05 different from

42K group

Table 2 Number of subjects by distance, environmental variables and air contaminant concentration

during the six races.

Race 1 Race 2 Race 3 Race 4 Race 5 Race 6
10K:21K:42K 0:4:0 0:2:4 5:3:0 0:1:5 2:2:8 5:0:0
Season Spring Autumn Winter Autumn  Autumn Spring
Temperature °C 274 22.0 14.5 22.0 14.3 15.6
Humidity (%) 83 75 55 44 80 34
O3 (ppb) 38.8 35.4 10.6 34.8 9.7 30.6
NO: (ppb) 16.4 32.0 39.4 23.2 23.1 5.1
CO (ppm) 0.4 0.4 0.4 0.6 0.5 0.2
MPyo (ug/m?) 42.6 57.5 80.8 64.2 85.9 6.6
SO, (ppb) 3.2 2.5 no data 4.1 1.5 no data

Data were obtained from MACAM-II air quality network (Santiago of Chile).
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Table 3 Race time, concentration and absolute changes of H,O, and NO, "in EBC from two 10K

races.
i, Race time [H,0,] A[H,0,] [NO,] A[NO, ]

(seconds) (umol - Iy  (umol-1")  (umol-1")  (umol - 1"

Race 6 s 3024 0.06 0.00 0.70 0.00
(2692,3220)  (0.00,0.60)  (-0.54,0.16)  (0.60, 1.00)  (-2.50, 0.81)

Race 3 s 3409 0.01 0.00 1.18 0.76
(2690,3708)  (0.00,0.30)  (-0.01,0.17)  (1.09,2.65)  (-0.24,1.23)

p 0.42 0.67 0.60 0.14 0.54

Deltas were obtained from 20 post-pre.Values are expressed as median and (IQR).

Table 4 Race time, concentration and absolute changes of H,O,, NO, "and pH in EBC from three

42K races.

Race time [HzOz] A[HzOz] [NOZ_] A[NOZ_] H A pH

(seconds) (umol - 1)  (umol - I')  (umol -I")  (umol - 1) P P

Race 2 4 14291 0.25 3.17 0.74 0.21 7.10 0.09
(12966,14912)  (0.00,0.70) (1.36,4.67) (0.74,2.18)  (-2.18,0.82) (5.87,7.87) (-0.28,0.71)

Race 4 5 11774 0.82 1.34 4.71 7.24 7.40 -1.04
(11690,20039) (0.21,1.44) (-0.10,2.08) (1.27,7.72)  (-0.52, 14.43) (6.10,7.45) (-2.08, 0.08)

Race 5 8 14666 0.54 1.04 2.26 2.47 7.20 -0.27
(13517,15442)  (0.15,0.81) (0.47,1.46) (1.23,2.75)  (1.31,6.18)  (7.10,7.50) (-0.51,-0.06)

p 0.68 0.30 0.14 0.13 0.13 0.80 0.17

Nitrite were determined in three participants from race 2.pH were determined in seven participants
from race 5. Deltas were obtained from 20 post-pre. Values are expressed as median and (IQR).
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RESUMEN

H,0, in exhaled breath condensate (EBC) of
long distance runners

Summary.Lung oxidative stress (LOS) occurs
in humans exercising at high altitude (Araneda
et al., 2005). Whether LOS also occurs by
exercise at low altitude (670 m asl) was now
examined in endurance runners (5 male and 5
women; 362 + 850 y, 169+10.6 cm,
64.7+150 kg and VO,max 58.9+2.20
ml/kg/min) at the Santiago Marathon 2008,
covering cither 21.0 km or 42.2km. EBC was
sampled 30 minutes prior to, and 20 min, as well
as, 60 min after the race. EBC H,O,
concentration, [H,0,] ppe» was measured by
spectrophotometry (modified FOX, method).
Statistics included Friedman and Mann-
Whitney tests. [H,O,lppe (mean+SD) increased
from 0.35+ 0.29 uM (basal values) to 2.24+1.93
UM at 20 min (p <0.01), and to 2.18+2.57 pM
after 60 min (p <0.05), all subjects considered
together (n=10). Basal [H,0,]ppc was 0.38+0.26
M and 0.32+0.38 M in the 21.0 km group
(n =6) and the 422 km group (n =4),
respectively (n.s.). Mean A [H,O,lpnc - with
respect to basal values, was 1.09+1.44 uM and
1.57+1.35 uM, at 20 and 60 min after the race,
respectively, in the 21.0 km group. In the 42.2
km group, corresponding A [H,O,lzpe values
were 3.07+1.81 uM and 2.21+3.67 uM. At 20
min after the race, mean A [H,O,]gpc values of
the 21.0 km group were lower than those of the
42.2 km group (p<0.05). At 60 min after the race
this difference between both groups was not
longer present. Endurance running at low
altitude appears to increase LOS, depending on
the distance covered.

NTRODUCCION

Con objeto de llevar a cabo el i

METODOLOGIA

: Diez atletas af . 5 mujeres y 5
hombres (edad: 36,2 + 8.5 afios, estatura: 169,14 =
10,64 cms, peso: 64,715 kgs. y VO,méximo:
58,9422 ml/kg/min). Todos eran corredores
aficionados habituales participantes en prucbas de
fondo atlético (21 y 42 km).

Toma de muestras de EBC en corredores de
fondo atlético

Obtencion de EBC: Fue recolectado utilizando el
dispositivo disefiado por OF Araneda (Araneda y
Salazar 2009). Las muestras fueron obtenidas
durante la Maratoén Internacional de Santiago de
Chile (2008) entre 7:30 y las 15:00 hrs. Previo
lavado bucal con agua destilada y utilizando una
pinza nasal este procedimiento se realizo en tres
ctapas; 30 minutos antes del ejercicio y una vez
terminada la prueba a los 20 y 60 minutos. De esta
forma, se adquirié un volumen promedio de 1,5 ml,
que fue almacenado inmediatamente en nitrégeno
liquido hasta su analisis.

gaseoso, el tejido pulmonar posee una gran
superficie de interfase alveolo-capilar. En su
lado alveolar esta membrana se encuentra
expuesta a agentes exOgenos como gases
contaminantes y el humo del cigarrillo. En su
lado endotelial toma contacto con células
inflamatorias y farmacos. Esta organizaciéon
estructural implica una gran probabilidad de
interaccién con potenciales promotores del
desequilibrio oxidativo en este érgano, lo que
cobra gran importancia en vista que el dafio
oxidativo ha sido involucrado en la patogenia
de variadas enfermedades respiratorias
(tabaquismo, asma, y EPOC).

El estudio del equilibrio redox pulmonar se
hace * dificil en cuanto requiere de la
aplicacién de métodos invasivos y no exentos
de riesgo para los sujetos. En este contexto,
se ha difundido el estudio del aire espirado
condensado (EBC) como un método
alternativo que permite realizar seguimientos
en las mas diversas situaciones
experimentales.

Utilizando el analisis del EBC, previamente
nuestro grupo reportd un incremento del dafio
oxidativo pulmonar por ejercicio cuando este
fue realizado en condiciones de hipoxia
hipobarica (Araneda et al, 2005).

En el presente estudio se evaluo el efecto del
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Curva de calibracién del método de FOX para la
determinacién de H,0, en EBC

Peréxido de Hidrégeno: La concentracion de H,0,
fue analizada mediante ¢l método de FOX
modificado (Gay y Gebicki 2002). A 450 ul de EBC
se agregd 50ul del reactivo de FOX para incubar la
mezcla a temperatura ambiente durante una hora.
Posteriormente se determiné la absorbancia a 560
nm (Jenway 6405). Cada una de las muestras se
analizé en duplicado y al menos tres curvas de
calibracion fucron realizadas en cada experimento.

ti La series fueron analizadas mediante el

cjercicio fisico pr en
de normobaria sobre la generacién de
pro-oxi idos a través

de la’ concentracion de H,O, en muestras de
EBC obtenidas de corredores aficionados de

fondo en competencias de 21 km y 42,2 km.

test de Friedman, utilizando cuando correspondié el
test de Dunn’s. Las comparaciones entre los grupos
de 21 y 42,2 km se efectuaron por medio de la
prucba de la U de Mann-Whitney. Los datos se
analizaron con el software estadistico Stataplus,
2007.

RESULTADOS

Grifico 1: [H,0,]

A B c

en EBC en 10 corredores de 21 y 42,2 km.

(A: basal, B: 20 min. post carrera y C: 60 min. post carrera). Los datos
son presentados como promedio y desviacién estandar. *Diferente de
los valores basales (p<0.05).**Diferente de los valores basales (p <

0.01).

AH2OZ] UM

r

=

21 km

42,2 Km

Grifico 2: Cambios absolutos de la concentracién de H,0, (A [H,0,])
en EBC en corredores de 21km (n =6) y 42,2 km (n=4). Para calcular A
[H,O,] se utilizé la diferencia entre los 20 minutos post carrera y el
valor basal. Los datos son presentados como promedio y desviacion
estandar. * Diferencia significativa entre los grupos (p< 0.05).

Se propone al gjercicio fisico de larga duracién como

CONCLUSION

oxidantes a nivel

relacionada con la distancia recorrida.

. ademas la de H,0,

inductor de pro-
parcce
Es necesario realizar estudios

posteriores con objeto de aumentar el tamafio de la muestra para comprobar

los

descritos y

de inflamacién y dafio oxidativo.
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