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PALABRAS CLAVE Resumen

Bronquitis cronica; Antecedentes y objetivos: La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se acompaia
Enfermedad de afectacion muscular. La pseudouridina, catabolito del RNA, ha sido empleado en otras afec-
pulmonar obstructiva ciones para evaluar el catabolismo muscular. Hemos examinado la excrecion de pseudouridina
cronica; en pacientes con diferentes estadios evolutivos de su EPOC.

HPLC; Sujetos y métodos: En cuatro grupos de sujetos (controles sanos y enfermos con bronquitis cro-
Pseudouridina nica, EPOC emergente y EPOC avanzada) determinamos la excrecion urinaria de pseudouridina

(orina aleatoria) mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Resultados: La excrecion de pseudouridina (cociente pseudouridina/creatinina [Psu/Crea]) en
la poblacion sana fue de (media + DE) 19,9 46,6 umol/mmol y se hallé muy incrementada en
todos los enfermos con afeccion pulmonar: bronquitis cronica, 44,1 4 60,7 umol/mmol; EPOC
emergente, 81,6 + 56,8 pmol/mmol y EPOC avanzada, 140,1 + 68,0 wumol/mmol (p<0,01 para
todas las comparaciones con los sujetos normales y entre los pacientes con afeccion pulmonar).
La edad y el sexo no influyeron en la excrecion de pseudouridina.

Conclusion: La excrecion de pseudouridina esta incrementada en pacientes con bronquitis cro-
nica y EPOC. Se relaciona con el estadio de la enfermedad y su excrecion es independiente de
la edad y del sexo.

© 2011 Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Muscle catabolism in patients with chronic obstructive pulmonary disease

Chronic bronchitis;

Chronic obstructive Abstract

pulmonary disease; Background and objectives: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is accompanied by
HPLC; muscle involvement. Pseudouridine, a catabolite of RNA, has been used in other conditions to
Pseudouridine assess muscle catabolism. We have examined the excretion of pseudouridine in patients with

different stages of COPDs evolution.
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Subjects and methods: We have defined four population groups: control group (without
disease), chronic bronchitis group, emerging COPD group, and advanced COPD group. Pseu-
douridine was determined by high performance liquid chromatography,

Results: Pseudouridine extraction (pseudouridine/creatinine ratio) was (mean+19.9 (6.6)
wmol/mmol in control group and was found to be very increased in all the patients with
pulmonary condition: chronic bronchitis, 44.1 (60.75) pwmol/mmol, 81.6 (56.8) wmol/mmol in
emerging COPD group and 140.1 (68) pwmol/mmol in advanced COPD for all the comparisons
with normal subjects and among patients with lung disease). Age and gender did not affect

pseudouridine excretion.

Conclusions: The urinary excretion of pseudouridine is increased in chronic bronchitis and COPD
and is related to disease stage. Its excretion is independent of age and gender.
© 2011 Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) es la
causa de muerte de mas rapido crecimiento en los paises
con economias desarrolladas'. Desde el punto de vista eco-
noémico se ha estimado que el coste anual en Espana de la
EPOC es de unos 238 millones de euros, y ocasiona casi un
35% de las incapacidades laborales definitivas?. La grave-
dad de la EPOC se valora clasicamente por la obstruccion al
flujo aéreo (flujo espiratorio forzado en el primer segundo,
FEV1)3. La EPOC se considera una enfermedad sistémica
inflamatoria créonica* que afecta a diferentes organos y sis-
temas con importante repercusion en el estado nutricional®,
composicion corporal y funcion muscular®’. Estos hechos se
aprecian en estadios tempranos de la enfermedad® y son
independientes de la funcién pulmonar y de la edad®'°. La
alteracion de la funcion muscular se asocia a un mal pronds-
tico, con aumento de la morbimortalidad y peor calidad de
vida, lo que acentua el interés por su evaluaciéon''~'3,

En la EPOC se produce un desequilibrio metabdlico que
favorece el catabolismo muscular', con predominio de la
destruccion sobre la sintesis por un incremento del turno-
ver proteico total. Este desequilibrio se puede demostrar
mediante la medicion de 5-rybosyl uracilo o pseudouridina,
un metabolito urinario estable del RNA, que ha venido siendo
«utilizado como un indice de la destruccién de las proteinas
celulares»'. La excrecion de pseudouridina se ha utilizado
en otras afecciones que cursan con una marcada inflamacion
sistémica’"%.

En este trabajo hemos examinado la posible relacion
entre el catabolismo muscular y los estadios evolutivos de
la EPOC.

Sujetos y métodos

Este trabajo se fundamenta en un trabajo anterior?. Es un
estudio descriptivo, transversal, de cuatro grupos de suje-
tos. La variable principal es la excrecion de pseudouridina.
Se calculd el tamano muestral a posteriori mediante el pro-
grama Granmo, version 7. Se requeria un nimero minimo de
20 individuos por grupo. En todos los grupos se incluyé un
numero superior a 20.

El ambito del estudio se circunscribié a la poblacion
del distrito de Argielles de la Comunidad de Madrid. La
seleccion de los individuos se realizd mediante muestreo

consecutivo no probabilistica; es decir, los sujetos fueron
seleccionados a medida que acudian a una consulta parti-
cular de neumologia, si cumplian los criterios de inclusion
eran asignados a los grupos de EPOC o de bronquitis crénica
por criterios clinicos. Los voluntarios sanos se obtuvieron de
los acompafantes de los enfermos que consultaron. En todos
ellos se descarto6 afeccion respiratoria y muscular mediante
un exhaustivo estudio clinico y analitico La poblacion estu-
diada se dividio en 4 grupos: sujetos sanos y pacientes con
bronquitis cronica (BC), EPOC incipiente (estadios | y Il de
GOLD?' [Global Initiative for Chronic Pulmonary Disease])
y pacientes con EPOC avanzada (estadios Ill y IV de GOLD).
Todos ellos se sometieron a un estudio clinico y analitico. Se
recogio la historia de tabaquismo (cociente paquetes/afno).

Criterios de inclusion

Se exigio para ser considerado sano no haber padecido enfer-
medad ni haberla sufrido en los seis meses anteriores al
estudio. Para el grupo con BC, se requiri6 que cumplieran
los criterios de tos y expectoracion sostenida durante tres
meses, al menos durante dos afos, sin patron espirométrico
de obstruccion de la via aérea. Los grupos 3 y 4 estuvie-
ron integrados por pacientes con EPOC en situacion estable
durante los ultimos 6 meses, sin tratamiento estable con cor-
ticoides orales, y que no hubiesen padecido una enfermedad
muscular activa o de caracter caquectizante. Se excluyeron
los pacientes con insuficiencia renal.

Criterios de exclusién

Se excluyeron los sujetos sanos que padeciesen alguna afec-
cion organica, psicologica, dental, toma de farmacos o que
mostraran cualquier alteracion analitica fuera de los rangos
admitidos como normales.

Los pacientes fueron excluidos por presentar insuficien-
cia renal o miopatia o estar sometidos a pautas orales de
corticoides de forma habitual.

La espirometria se efectlio segiin la normativa de la
Sociedad Espafnola de Neumologiay Cirugia Toracica (SEPAR),
y los estadios de la EPOC se establecieron segln criterios
GOLD?". El FEV1 post-broncodilatacion, FVC (capacidad vital
forzada), FEV1/FVC se determinan utilizando un espirome-
tro MasterLab 9.20 (Jaegger, Wirtzburg. Alemania).

Todos los sujetos realizaron sus actividades habituales
durante el dia anterior. La muestra de orina aleatoria se
obtuvo después de un periodo de reposo (5 mL), por miccion
espontanea.
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¢{Qué sabiamos antes de realizar este
estudio?

La afectacion muscular es frecuente en los pacientes
con EPOC, pero no disponemos de un procedimiento
clinico sencillo para su evaluacion.

¢Qué hemos aprendido?

La determinacion de pseudouridina en orina aleatoria
se encontré muy elevada en pacientes con bronquitis
crénica y en enfermos con EPOC. La gravedad de la
EPOC se relacion6 de forma directa con la excrecion
de pseudouridina.

Los editores

La determinacion simultanea de pseudouridina (Psu)
y de creatinina en orina se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC)?2. El sistema cromatogra-
fico es un modelo integrado de Beckman Coulter formado
por una bomba modelo 126, autoinyector 508, detector
espectro-fotométrico de diodos en mosaico modelo 508
y estacion de control sobre IBM PC 300. La columna utili-
zada es una LiCHrospher® 100 RP-18 (5um) LiCHroCART®
250-4 (Merck) y precolumna LiCHrospher® 100 RP-18 (5 wm)
LiCHroCART® 50-4 (Merck), utilizando como fase mdvil tam-
pon fosfato (pH 6,1) 0,01 M y acido octanosulfonico 2,5 mM
como agente de par idénico. Deteccion UV a 250nm vy
velocidad de flujo de 1 ml/min. Se trabajo a temperatura
ambiente.

La validacion del método se realiz6 mediante analisis
de series con concentraciones conocidas de pseudouridina
y creatinina, realizando el calculo de especificidad, lineali-
dad, exactitud y precision, segln los requerimientos de la
ICH (International Conference of Harmonisation of technical
requirements for registration of pharmaceutical for human
use. Validation of analytical procedures)®; mostrando un
indice de repetibilidad satisfactorio con coeficientes de
variacion de 0,67-2,39%, al igual que la precision interme-
dia, con coeficientes de variacion de 3,4-7,16%. En cuanto a
la exactitud, las recuperaciones fueron superiores al 89,80%.
La sensibilidad de la técnica, también habia resultado

satisfactoria con unos limites de cuantificacion (LOQ) infe-
riores a 0,0035 nmol para pseudouridina y a 0,1718 nmol
para creatinina.

El presente estudio se adhiere a las recomendaciones de
la Declaracion de Helsinki sobre aspectos éticos en la inves-
tigacion biomédica. La justificacion ética del estudio esta
basada en la gran importancia de la afeccion a investigar.
El comité ético del Hospital Central de la Defensa Gomez
Ulla (Madrid-Espaia) aprobé el estudio y todos los partici-
pantes efectuaron en presencia de un testigo y por escrito
el consentimiento informado. La informacion recogida tiene
caracter confidencial y es transmitida y almacenada segln
lo dictado en la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre
de Proteccion de Datos.

Tratamiento de datos. Analisis estadistico

Como indices de la tendencia central y de la dispersion de las
variables cuantitativas de las distribuciones muestrales se
emplearon la media aritmética y la desviacion estandar o la
mediana y el rango intercuartilico, dependiendo de la asun-
cion o no, respectivamente del supuesto de la normalidad.
Para las variables categoricas se emplearon las frecuencias
absolutas y relativas porcentuales.

La medida de asociacion entre una variable indepen-
diente politomica y dependiente cuantitativa se estimo con
el test F de Snedecor (ANOVA de una via) o con el de
Kruskal-Wallis, dependiendo del caracter gaussiano o no
respectivamente, de dicha variable cuantitativa. Las com-
paraciones multiples se efectuaron mediante el test de las
medianas, previa correccion del nivel de significacion esta-
distica segln el nimero de comparaciones.

Para determinar la relacion entre dos variables cuantita-
tivas se empleo el test de correlacion de Spearman.

En todos los casos como grado de significacion estadis-
tica,se empled un valor de p < 0,05y la aplicacion estadistica
fue el paquete SPSS® version 15 para Windows (Chicago,
Illinois)

Resultados

El nimero de sujetos estudiado en cada grupo, la edad, el
sexo, el indice de masa corporal y la excrecion urinaria de
pseudouridina se recogen en la tabla 1.

Se estudiaron 23 personas sanas y 99 pacientes con afec-
cion respiratoria. La proporcion de hombres/mujeres oscild

Tabla 1 Datos antropométricos y excrecion urinaria de pseudouridina en sujetos sanos y en pacientes con enfermedades

pulmonares

Poblacion Sana Bronquitis Pacientes Pacientes Valor de p
cronica (GOLD I y II) (GOLD 'y 1V)

NUmero de sujetos 23 30 33 36

Varones/mujeres 16/7 23/7 23/10 20/16

Edad* 65,8 (14,5) 66,5 (10,2) 65,4 (8,1) 66,3 (9,3) NS***

IMC* 27,9 (2,2) 27,6 (2,05) 27,9 (1,8) 27,5 (1,6) NS***

Pseudouridina/creatinina** 19,9 (6,6) 44,1 (60,7) 81,6 (56,8) 140,1 (68) p <0,001****

(rmol/mmol creatinina)

Los resultados se expresan como media (desviacion estandar). GOLD: Global Initiative for Chronic Pulmonary Disease.
Media (desviacion estandar); ** Mediana (indice intercuartilico); ***ANOVA de una via (NS =no significativo); ****Kruskal-Wallis.
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entre 2 y 3. Todos los grupos fueron homogéneos en cuanto
a edad e indice de massa corporal (IMC) (tabla 1), sin dife-
rencias significativas entre los cuatro grupos.

La excrecion media de pseudouridina en el grupo con-
trol fue proxima a 20 umol/mmol. La eliminacion media
de pseudouridina en los tres grupos de enfermos con afec-
cion pulmonar fue muy superior y progresivamente creciente
en relacion con la gravedad de la enfermedad respirato-
ria. La diferencia entre la excrecion de pseudouridina de
los enfermos y los sujetos controles resultd estadistica-
mente muy significativa (p <0,001). Observamos diferencias
estadisticamente significativas en la excrecion urinaria de
pseudouridina entre el grupo control y los enfermos con
bronquitis cronica (p <0,001). Asi mismo, entre el grupo con
bronquitis cronica y EPOC avanzada (estadios Il y IV GOLD),
y entre EPOC emergente y EPOC avanzada. También obser-
vamos una diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo con bronquitis cronica y EPOC emergente (estadios |
y Il GOLD) (p<0,05)

No se observo una relacion significativa entre la edad y
la excrecion de pseudouridina, ni en los controles ni en los
grupos de pacientes (p>0,05). Tampoco observamos dife-
rencias significativas entre la excrecion de pseudouridina de
los hombres y de las mujeres, ni en los controles ni en los
grupos de pacientes (p > 0,05)

Discusion

En este trabajo documentamos que los enfermos con
bronquitis créonica y EPOC presentan una excrecion uri-
naria de pseudouridina muy superior a la de sujetos
normales. Ademas, la excrecion urinaria media de pseu-
douridina fue aproximadamente el doble en pacientes
con bronquitis cronica. La eliminacién de pseudouridina
se relacion6 con el grado evolutivo de la EPOC. Estos
hechos sugieren que la EPOC tiene una expresion sobre
el catabolismo muscular incluso antes que las medidas
de funcion respiratoria detecten parametros de obstruc-
cion de forma muy claramente significativa por lo que su
determinacion, no solo es Util para determinar la altera-
cion del catabolismo en un enfermo concreto, sino que
también se relaciona con el grado evolutivo en que éste
se encuentra

El hallazgo de un aumento de la eliminacion de pseu-
douridina en el grupo de bronquitis crénica, traduce que ya
en esta etapa de la enfermedad pueden detectarse efectos
sistémicos sobre el metabolismo muscular.

Disponer de una variable que determine la funciéon mus-
cular de forma sencilla, fiable y econémicamente aceptable,
puede ser de gran relevancia por cuanto su afectacion cons-
tituye un importante indice pronéstico de mortalidad?4?>.
Esta disfuncion muscular debe determinarse desde las pri-
meras etapas de la enfermedad, cuando se encuentra en
una fase asintomatica e incluso cuando auln no esta catalo-
gada como tal, al no apreciarse obstruccion de la via aérea,
como es el caso de la bronquitis crénica. La evaluacion de
la funcion muscular se ha realizado en este trabajo deter-
minando el catabolismo proteico muscular con la excrecién
urinaria de pseudouridina, en una muestra de orina aleatoria

de 5 mL recogida al azar?®, La excrecién de pseudouridina se
estandarizo segln la concentracion de cratinina.

En nuestro laboratorio este método fue sometido a un
estudio riguroso de validaciéon, de acuerdo a los requeri-
mientos de la ICH?, y ha resultado reproducible y fiable?'.
Las cifras obtenidas para nuestra poblacion sana (tabla 1)
se sitlan en el rango intermedio de los descritos por otros
autores'426-29,

En este estudio no hemos apreciado una influencia
significativa de la edad y del sexo en la excrecién de
pseudouridina. Estos resultados concuerdan con estudios
previos'-2°,

Existe una controversia sobre el desequilibrio entre la
actividad catabdlica y de sintesis de las proteinas y enzi-
mas musculares en la poblacion con EPOC. Mientras algunos
destacan que la causa es un defecto en la sintesis de
proteinas’®-32, otros afirman que la causa es el predominio
del catabolismo??. El incremento del indice Psu/Crea pone
de manifiesto, a nuestro juicio, el predominio del catabo-
lismo muscular con respecto al anabolismo en la poblacion
con EPOC.

También se ha recurrido a este indice para cuantificar
el efecto de farmacos sobre la funcién muscular en proce-
sos oncoldgicos o caquectizantes’**®. De todo lo expuesto
podemos concluir que la excrecion urinaria de pseudouri-
dina, expresada en pmol/mmol de creatinina, y obtenida en
una sola muestra de orina aleatoria por miccion espontanea,
puede ser un indicador relevante del catabolismo muscular,
ya que se encuentra incrementada en la EPOC y se relaciona
con el estadio de la enfermedad. Ademas, esta variable
metabdlica se encuentra aumentado en los enfermos con
bronquitis crénica en los cuales no se detectan patrones
obstructivos respiratorios segun los criterios convenciona-
les. Por tanto, los resultados de este estudio indican que
la excrecion urinaria de pseudouridina puede constituir un
instrumento valorable para examinar la funcion muscular en
pacientes con bronquitis cronica y EPOC, de facil utilizacion
en clinica habitual. Ademas, esta determinacion puede con-
tribuir a mejorar la evaluacion de los enfermos con EPOC3®,
a mejorar su calidad de vida®.

Los resultados sugieren nuevas vias de investigacion.
Debido a las limitaciones del estudio en el numero de
pacientes otros estudios deberan comparar los valores
de pseudouridina con la presencia de mediadores inflama-
torios, su posible correlacion con FEV1 y con el calculo de
peso magro e IMC. Seria muy interesante diponer de los
resultados de un estudio longitudinal con casos y controles
para determinar el valor pronéstico de la excrecion urina-
ria de pseudouridina, en enfermos con EPOC que ademas
presenten o no comorbilidades como diabetes mellitus32-4,
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