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OBJETIVOS / Objetives

El dnimo del estudio es evaluar la utilizacion de la pseudouridina como marcador enddgeno en el diagnéstico precoz, progresién y
monitorizacion de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). Hemos desarrollado un método rdpido, simple, sensitivo y directo
para la determinacion simultanea de pseudouridina y creatinina en orina, mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de par
iénico, en fase reversa. Nuestro Servicio, participa en el proyecto de investigacién: "Estudio del catabolismo muscular en la EPOC", que se
desarrolla en nuestro Hospital siendo uno de nuestros cometidos, la puesta a punto de dicha técnica.

Actualmente, no existe un marcador idéneo para el diagnéstico temprano y monitorizacion de EPOC. La prevalencia de la EPOC se sitta en el
10% de la poblacidn y se prevé que siga aumentando. La afectacion muscular puede aparecer en sus periodos iniciales de forma silente, sin
afectaciones funcionales o antropométricas evidenciables con los test evaluadores admitidos como usuales, como el test de la marcha y el
indice de masa corporal. En los pacientes con EPOC, existe pérdida de masa libre de grasa, alteracién en la composicion muscular,
inflamacién sistémica y un progresivo agravamiento de la enfermedad pulmonar, por lo que los marcadores urinarios del catabolismo celular
de proteinas, como la pseudouridina (PSU), estdn elevados.

METODOS / Methods

Las muestras de orina se diluyen 10-40 veces con fase movil, se filtran y se cargan directamente en la columna. La separacién y
cuantificacién se consigue usando una columna C18. La fase mévil estd constituida por un tampén fosfato 0.01 M (pH=6.1) conteniendo 2.5
mmol de dcido octanosulfénico como agente de par idnico. Deteccién UV a 250 nm. Flujo Iml/min. Temperatura 20°C.

La_validacion del método se realiza calculando la linealidad, especificidad, exactitud, y precision de acuerdo a las recomendaciones de la
ICH Q28B. Como valor afiadido la dilucién de la muestra y su estabilidad también se han validado.

La precisién y exactitud del método, incluida la dilucién, ha sido determinada en 6 andlisis repetidos utilizando la misma muestra de un pool
de orina de voluntarios sanos analizados con el método descrito.

Andlisis estadistico. El andlisis de los datos obtenidos se realiza con el paquete estadistico SPSS (SPSS, Chicago IL), versién 12.0. Una
p< 0.05 se considerd significativa.

RESULTADOS/Results

La identificacion de pseudouridina y creatinina en orina se lleva a cabo comparando el tiempo de retencién y la absorbancia (A = 250nm) con
los de pseudouridina y creatinina en solucion. La cantidad de pseudouridina urinaria se expresa como nmol/pmol de creatinina
Bajo las condiciones descritas los tiempos de retencion fueron 4.8 minutos para pseudouridina y 10.56 min para creatinina.(Figura 1) .

Las curvas de calibracién fueron lineales en los rangos de 0.23-22.5 y 11.45-1100 nm/mL (r?=0.999, r?=0.998) respectivamente.

LOQ<0.23 y 11.45 nm/mL.(Figura 2 ).

La repetibilidad del método es satisfactoria con CV 0.67-3%, al igual que la precisién intermedia con CV 3.4-7.20%. En cuanto a la exactitud
las recuperaciones fueron superiores a 85.20%( Tablas 1y 2)

Tablal: Precision y Exactitud del Método. Diluciones de Pseudouridina y Creatinina
e Repetibilidad Precision intermedia Exactitud
MEd'a.(DE) o (EEREET CVY (BRI CV% Tabla 2: Precision y Exactitud Pseudouridina y Creatinina
2 PSU nmol inyect. nmol inyect.
& Diluci6n 10 | 0392.(0.002) | 0.98 | 0:386(002) | 5.18 | 97.95(5.9) |52 |p<ooot
3 %% 03880401 03640407
c Dilucién 20 0195 (0 006) 300 [018(0.009) |517 [94.16(48) |50 |p<0.00L Pseudouridina (nmol/ml) Creatinina (nmol/ml)
g 9%5% 01780192 Afiadido Medido Recuperado (% ) | Afiadido Medido Recuperado(%)
3 Dilucion 40 0 039 (n 002) 22 [ 0.087(0.004) [4.73 [87.39(50) |58 |p<0.00L nada 197 (10.35) nada 1262(9090)
3 3 0.086-0.092 00840090 V=5% V=72
& CREA nmol inyect. nmol inyect S 02 e
Diluci6n 10 | 2.55(0.049) | 1.92 | 236(0.17) [7.20 |9350(6.7) |7.16 |p<0.001 100 g}ﬁlﬁfﬁ) g?s(‘:]sm &) gjz:?(;? = ?:6\/13(275?
9% 2412:2628 225246 ¢ ' c
n 2522-3105 | 85.09-104.37 1627.1-18584 | 85.12-107.24
Diluci6n 20 | 1.184(0.008) | 0.67 | 1.14(0.039) [339 |90.69(308) |34 |p<0.001
2 ot | |ty 6% ¥ |m0Em|sBe) [0 |wsass |90
Dilucién 40 | 0562 (0.013) | 239 | 0537(0.47) | 586 [85.20(49) |57 |p<ooo1 CV=569 | CV=66 CV=58 V=12
9% 0.540-0.583 1119-1169 44585604 | 8538-109.18 3108.3-31821 | 85.09-11385
Cadavalor e Cada valor repr 4 persnas.

Area Pseudouridina

Eigural: Cromatograma orina paciente. Picos Pseudouridinay Creatinina Figura 2:Recta de calibracién de la Pseudouridina
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