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DESCRIPCION
Procedimientos y dispositivos para el diagnéstico de apendicitis

Referencia cruzada a las solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad respecto de la solicitud provisional de EE.UU. n® de serie
60/590631 presentada el 23 de julio de 2004.

Antecedentes de la invencién

La apendicitis es un problema quirirgico agudo comun que afecta a los seres humanos de un amplio
intervalo de edad. Anualmente hay aproximadamente 700.000 casos en los Estados Unidos. Una gran proporcién de
casos se produce en el grupo de 10 a 30 afios. Un diagnoéstico preciso en una fase suficientemente temprana es un
factor significativo para lograr un resultado satisfactorio.

Muchas personas se presentan a su médico con sintomas que sugieren apendicitis, pero producidos por
otras enfermedades tales como infecciones viricas. Diferenciar los pacientes con apendicitis de aquellos afectados
por otras enfermedades es una desalentadora tarea clinica que afrontan diariamente los médicos. Aunque la ciencia
médica tiene un excelente entendimiento de la apendicitis y su tratamiento, esta muy limitada en su capacidad para
reconocer o diagnosticar con exactitud la enfermedad.

El objetivo de un diagndstico preciso y temprano se complica por el considerable solapamiento de
apendicitis verdadera con otros estados clinicos. Parece que no hay signo individual, sintoma, prueba o
procedimiento que pueda proporcionar una indicacion fidedigna de apendicitis. La tecnologia de obtencion de
imagenes es inadecuada en la identificacién y la caracterizacion del apéndice, especialmente en las fases
tempranas de la enfermedad cuando es probable que el tratamiento sea mas eficaz. La tecnologia de obtencion de
imagenes es ademas desventajosa por sus gastos y su dependencia de la disponibilidad de personal altamente
cualificado y experimentado para interpretar los estudios. Esta limitacion afecta a miles de personas cada afio por el
diagndstico incorrecto de su problema o por el retraso del diagnéstico exacto. En casos de apendicitis, los retrasos
en el diagndstico son el Unico factor mas importante que conduce al empeoramiento de la afeccion y a mas
complicaciones relacionadas con la enfermedad. El diagndstico erroneo de apendicitis puede conducir no sélo a
cirugia innecesaria, sino también a retrasar la apropiada terapia para la afeccién subyacente real.

Un dilema para los cirujanos es cémo minimizar la tasa de apendicectomias negativas sin aumentar la
incidencia de perforaciobn entre pacientes que pensaban que podian tener apendicitis. Lo que se necesita
urgentemente para tratar mas eficazmente esta enfermedad muy comin es una prueba de diagnéstico fidedigno
simple que pueda reconocer las fases mas tempranas del proceso de enfermedad.

La patogénesis tipica en la apendicitis empieza con la obstruccién de la luz, aunque una inflamacién inicial
del 6rgano puede preceder e incluso contribuir a la obstruccién. La mucosidad secretada del apéndice llena la luz
cerrada, produciendo un aumento en la presion intralumenal y la distension. El aumento de la presion intralumenal
puede superar el nivel de presion de perfusion capilar, produciendo la perturbacién del drenaje linfatico y circulatorio
normal. Por dltimo lugar, el apéndice puede volverse isquémico. La mucosa del apéndice estd comprometida, que
puede permitir la invasion de bacterias intralumenales. En casos avanzados, la perforacion del apéndice también
puede producirse con derrame de pus en la cavidad peritoneal.

Actualmente, el diagnoéstico de apendicitis es dificil, y la dificultad persiste durante diversas fases en la
progresion de la afeccién. Lo siguiente representa una representacion hipotética de fases y presentaciones clinicas
asociadas. Los expertos en la materia reconoceran que se producira un grado de variacion considerable en una
poblacién de pacientes dada.

En las fases mas tempranas de inflamacion un paciente puede presentar una variedad de signos y
sintomas no especificos. Tras la obstruccion, la presentacion puede implicar dolor periumbilical, ligeros calambres y
pérdida del apetito. El progreso hacia el aumento de la presion lumenal y la distension puede asociarse a la
presentacion que implica la localizacion de dolor en el cuadrante inferior derecho del abdomen, nauseas, vémitos,
diarrea y febricula. Si se produce la perforacién, un paciente puede presentar dolor intenso y fiebre alta. En este
estado muy avanzado la sepsis puede ser un riesgo grave con un resultado posiblemente mortal.

Los médicos usan actualmente varias herramientas para ayudar en el diagnéstico de apendicitis. Estas
herramientas incluyen examen fisico, pruebas de laboratorio y otros procedimientos. Las pruebas de laboratorio
rutinarias incluyen hemograma completo (CBC) con o sin diferencial y analisis de orina (UA). Otras pruebas incluyen
un barrido por tomografia computarizada (CT) del abdomen y ultrasonografia abdominal. Los procedimientos pueden
incluir, por ejemplo, examen laparoscépico y cirugia exploradora.

Flum y col. intentaron determinar si la frecuencia de diagnéstico erréneo que precedia a la apendicectomia
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habia disminuido al aumentar la disponibilidad de ciertas técnicas (Flum DR y col., 2001). Estas técnicas incluyeron
tomografia computarizada (CT), ultrasonografia y laparoscopia, que se han sugerido para pacientes que presentan
signos ambiguos de apendicitis. Flum y col. concluyeron del siguiente modo: “Contrario a lo esperado, la frecuencia
de diagnéstico errobneo que conduce a apendicectomia innecesaria no ha cambiado con la introduccién de la
tomografia computarizada, la ultrasonografia y la laparoscopia, ni ha disminuido la frecuencia de perforacion. Estos
datos sugieren que en un nivel de poblacion el diagnéstico de apendicitis no ha mejorado con la disponibilidad de
pruebas de diagnostico avanzadas”. La tasa de diagnéstico erréneo de apendicitis es aproximadamente el 9 por
ciento en hombres y aproximadamente 23,2 por ciento en mujeres (Neary, W., 2001).

El complejo de proteina relacionada con mieloide 8/14 (MRP-8/14) es un complejo heterodimérico asociado
a afecciones inflamatorias agudas (para una revisién véase Striz y Trebichavsky, 2004). El complejo pertenece a la
superfamilia S100 de proteinas y también estéa relacionado con S100A8/9, L1, la proteina relacionada con el factor
inhibidor de macrofagos y calprotectina. El heterodimero consiste en una subunidad de 8 kilodalton (MRP-8) y 14
kilodalton (MRP-14). MRP-8 y MRP-14 se llaman alternativamente S100A8/calgranulina y S100A9/calgranulina b,
respectivamente. MRP-8/14 es una proteina de unién a calcio descubierta originalmente en macrofagos. Los
neutréfilos que expresan altas concentraciones de MRP-8/14 se encuentran en una variedad de afecciones
inflamatorias que incluyen artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino y rechazo de aloinjertos (Frosch
y col., 2000; Limburg y col., 2000; Burkhardt y col., 2001).

El MRP-8/14 no siempre es diagndstico de inflamacién. Por ejemplo, no indica de forma fidedigna la
presencia de diverticulos inflamatorios (Gasché, C. 2005). Los linfocitos no contienen generalmente MRP-8/14
(Hycult Biotechnology, Monoclonal Antibody to Human S100A8/A9) y, por tanto, el MRP-8/14 no es diagnoéstico de
inflamacién caracterizada por la presencia de linfocitos, pero no neutréfilos. Por tanto, esta proteina no siempre esta
asociada a infecciones oportunistas (Froland, M.F. y col., 1994).

La haptoglobina es una proteina de fase aguda que se une a hemoglobina libre tras la hemolisis. El
complejo haptoglobina-hemoglobina se elimina por el higado. La haptoglobina es un heterotetrdmero compuesto por
dos subunidades alfa y dos beta. Las unidades alfa y beta se derivan de un Unico precursor de la cadena de
polipéptidos que se escinde enzimaticamente para producir las subunidades. Los pesos moleculares de las
subunidades son aproximadamente 9 kd-18 kd y 38 kd para alfa y beta, respectivamente.

Ademas de ser un eliminador de hemoglobina, la haptoglobina tiene una amplia gama de funciones
bioldgicas (Dobryszycka, 1997). Se ha mostrado que la haptoglobina se regula por incremento y modula la respuesta
inmunitaria en ciertas afecciones de infeccion e inflamatorias regulando quizas la funcion de monocitos (Arredouani y
col., 2005). Se ha demostrado que la subunidad alfa es un marcador de suero posiblemente util para cancer de
ovario (Yey col., 2003).

La capacidad para diagnosticar con exactitud apendicitis se aumentaria enormemente por la identificacion
de moléculas diferencialmente asociadas a apendicitis.

Resumen de la invencién

La presente invencion proporciona un procedimiento para diagnosticar apendicitis en un paciente del que se
sospecha que tiene apendicitis que comprende probar la presencia de MRP-8/14, a un nivel diagndstico de
apendicitis, en una muestra de sangre completa, plasma o suero obtenido del paciente. El procedimiento también
puede comprender identificar al menos un sintoma clasico de apendicitis en dicho paciente. El procedimiento puede
comprender adicionalmente identificar la presencia de al menos una molécula diferencialmente asociada a
apendicitis en un fluido o muestra de tejido de dicho paciente. Se reconoce en la materia que el diagndstico de
apendicitis es dificil, y que frecuentemente se diagnostica erréneamente. Por tanto, el término “diagnosticar
apendicitis” como se usa en este documento no significa necesariamente diagnosticar apendicitis con mas exactitud
de la usual. Sin embargo, en realidad, se ha mostrado que los procedimientos de la presente invencion proporcionan
mejoras en el diagndéstico correcto, con casi ningun positivo falso y pocos negativos falsos.

D1 Kumar y col., J. Leuckocyte Biol. 70, 59-64 (2001) desvelan que la “activacion fagocitica de neutrdfilos,
in vivo, en apendicitis aguda ..., se caracteriza por la pérdida de inmunorreactividad citoplasmica para S100A8".
Ikemoto y col., Clin Chem 49, 594-600 (2003) también desvelan un dispositivo de prueba de inmunoensayo para
MRP-8/14. Sin embargo, la presencia de MRP-8/14 en sangre, plasma o suero no se desvela, y ciertamente no se
sugiere en los niveles de diagndstico para la evaluacion de apendicitis en ningn documento.

Otros documentos en la materia (Maruniak y col., Fed. Proc. 46, 986 (1987); documentos EP 0428 080; US
5.055.389; Ng y Lai, Yale J. Biol. Med. 75, 41-45 (2002); y Barcia y Reissenweber, Ann, Diagn. Path. 6, 352-356
(2002)) desvelan diversos procedimientos de diagnéstico de apendicitis probando una molécula diferencialmente
asociada a apendicitis, ademas de dispositivos y kits de prueba para tales procedimientos. Sin embargo, ninguno de
estos documentos se refiere a MRP-8/14.

El término “diferencialmente asociada” con respecto a una molécula “diferencialmente asociada a
3
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apendicitis” se refiere: (1) a una molécula presente en un paciente con apendicitis y no presente en un paciente que
no tiene apendicitis; (2) a una molécula cuyo nivel relativo (cantidad) esta distinguiendo entre apendicitis y no
apendicitis; (3) a una molécula presente, o presente a un nivel, conjuntamente con la presencia de otros sintomas de
apendicitis, que es diagnéstica de apendicitis; y/o (4) a una molécula presente, o presente a un nivel; conjuntamente
con la falta de sintomas asociados a afecciones distintas de apendicitis en las que se produce la presencia de la
molécula, esto es diagndstico de apendicitis.

El nivel de diagnéstico de una molécula tal también se denomina en este documento como la “cantidad
umbral” o el “nivel umbral”. Las moléculas diferencialmente asociadas a apendicitis son preferentemente antigenos
de proteina.

Los sintomas clasicos de apendicitis incluyen: dolor en el abdomen; dolor que empieza cerca del ombligo,
luego se mueve al cuadrante derecho inferior del abdomen; anorexia (pérdida del apetito); problemas de
alimentacion acompafiados de somnolencia; nduseas que empiezan después de la aparicién del dolor; vomitos que
empiezan después de la aparicion de dolor; vomitos acompafados de fatiga; estrefiimiento; heces pequefias con
mucosidad; diarrea; incapacidad para eliminar los gases; febricula; distension abdominal; dolor en el abdomen que
empeora; tenesmo (sensacion de necesidad de defecar); fiebre alta; y leucocitosis. El aumento de la viscosidad del
plasma también estd asociado a apendicitis. En una realizacion de la invencién se identifican al menos dos o mas
sintomas de apendicitis.

En una realizacion de la presente invencién se criban pacientes para determinar si tienen o no una
“afeccion interferente”, es decir, otra afeccion en la que la molécula esta presente en el tipo de muestra que se
prueba. Los pacientes se prueban para la presencia de la molécula si no tienen una afeccion interferente tal; o se
prueban para la presencia de niveles de diagnéstico de apendicitis de la molécula si tienen una afeccion interferente
tal. Los niveles de diagndstico de apendicitis cuando el paciente tiene una afeccion interferente son niveles
superiores a los presentes en pacientes que tienen la afeccion interferente, pero no tienen apendicitis. Las
afecciones interferentes incluyen aloinjerto reciente; septicemia; meningitis; neumonia; tuberculosis; artritis
reumatoide; cancer gastrointestinal; enfermedad inflamatoria del intestino; cancer de piel, periodontitis, preeclampsia
y SIDA.

Una muestra puede ser un fluido o tejido, y puede contener sangre completa, plasma, suero, leche, orina,
saliva y/o células. También pueden usarse muestras fecales. Las muestras de tejido y fecales se lician
preferentemente antes de la prueba.

En una realizacion de la presente invencion se prueba al menos una molécula adicional diferencialmente
asociada a apendicitis. La identificacién de moléculas adicionales proporciona mayor precision al procedimiento.

Una molécula diferencialmente asociada a apendicitis es MRP-8/14. Otra es haptoglobina. Ambas
moléculas pueden probarse en el diagndstico de apendicitis.

Los niveles de MRP-8/14 en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 11 pg/ml estan
presentes en pacientes sin apendicitis. Niveles superiores a estos proporcionan un aumento de la precision en el
diagnostico de apendicitis. Pueden usarse niveles superiores a aproximadamente 10, 11, 13, 15 6 20 pg/ml de MRP-
8/14 para diagnosticar apendicitis. Niveles de haptoglobina en el intervalo de aproximadamente 27-139 mg/dl se
encuentran en pacientes sin apendicitis. Niveles superiores a estos, por ejemplo, superiores a 125, 130, 135, 139y
150 proporcionan un aumento de la precision en el diagndstico de apendicitis.

Otras moléculas que pueden probarse, o que pueden probarse ademas de las moléculas anteriores,
incluyen proteinas estructurales Unicas del tracto gastrointestinal, mediadores inflamatorios relacionados con el
estrés, factores inmunologicos, indicadores de flora bacteriana intestinal, inhibidor 1 del activador de plasmindgeno,
proteinas de unién a &cidos grasos, factor kappa beta nuclear (NFkB), antigenos de apéndice especificos (HLA-DR),
antigenos asociados a inflamacion; y acidos nucleicos que codifican cualquiera de los anteriores que incluyen acidos
nucleicos que codifican MRP-8/14 y haptoglobina. Los procedimientos para probar la presencia de acidos nucleicos
son conocidos en la técnica.

Los procedimientos que implican obtener una primera muestra de un paciente del que se sospecha que
tiene apendicitis también pueden comprender identificar al menos una molécula diferencialmente asociada a
apendicitis mediante un procedimiento que incluye obtener un segundo fluido o muestra de tejido de un segundo
paciente, en el que el segundo paciente tiene apendicitis; obtener un tercer fluido o muestra de tejido de un tercer
paciente en el que el tercer paciente tiene una afeccion de no apendicitis caracterizada por al menos un sintoma de
apendicitis; y analizar la segunda y tercera muestras de manera que se detecte una molécula diferencialmente
asociada a la apendicitis en el segundo paciente, y luego identificar la presencia de esa molécula, o la presencia de
un aumento del nivel de esa molécula, en la primera muestra, diagnosticandose asi la apendicitis. Las moléculas
candidatas para este procedimiento de identificacién de moléculas diferencialmente asociadas a apendicitis incluyen
proteinas estructurales Unicas del tracto gastrointestinal, mediadores inflamatorios relacionados con el estrés,
factores inmunoldgicos, indicadores de flora bacteriana intestinal, inhibidor 1 del activador de plasmindgeno,
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proteinas de unién a acidos grasos, factor kappa beta nuclear (NFkB), antigenos de apéndice especificos (HLA-DR),
antigenos asociados a inflamacién y acidos nucleicos que codifican cualquiera de los anteriores.

También se desvela un procedimiento para identificar una molécula diferencialmente asociada a apendicitis,
comprendiendo el procedimiento obtener una muestra de cada uno de una pluralidad de pacientes que se
sometieron a cirugia porque se pensaba que podian tener apendicitis; determinar durante la cirugia si cada dicho
paciente tiene apendicitis o no; y analizar dichas muestras para la presencia de una molécula diferencialmente
asociada a apendicitis. Las muestras pueden ser muestras de sangre o muestras de tejido de apéndice. Este
procedimiento también puede incluir determinar la cantidad de cada molécula que se encuentra que esta
diferencialmente asociada a apendicitis en la muestra. En una realizacién de la invencién, tras la identificacion de la
molécula en tejido, también se identifica en plasma. Esto requiere que se tomen muestras de sangre de pacientes de
los que se sospecha que tienen apendicitis. También se determina la cantidad de la molécula diferencialmente
asociada a apendicitis en pacientes que tienen apendicitis en comparacion con aquellos que no tienen.

Los procedimientos para diagnosticar apendicitis pueden incluir usar dispositivos de prueba, por ejemplo,
dispositivos de prueba en cartucho y dispositivos de prueba de tiras reactivas, y/u otros medios para determinar la
presencia o ausencia de una molécula diferencialmente asociada a apendicitis, por ejemplo, realizando
transferencias Western, transferencias Northern, pruebas de ELISA, pruebas de la funcién de proteinas, PCR y otros
ensayos conocidos en la técnica. En la prueba de moléculas diferencialmente asociadas a apendicitis que estan
presentes en pacientes sin apendicitis, pero reguladas por incremento en pacientes con apendicitis, se requieren
ensayos que prueben la cantidad relativa de la molécula presente en fluidos o tejidos de pacientes, ademas de la
mera presencia de la molécula. Pueden disefiarse inmunoensayos en cartucho para proporcionar informacién sobre
cantidades relativas de tales moléculas como se describen en este documento. Pueden usarse otros ensayos
conocidos en la técnica que incluyen ELISA y dispositivos de ensayo en hospital tales como el sistema Synchron LX
de Beckman Coulter para proporcionar la cantidad de tales moléculas presentes en el paciente, que luego pueden
compararse con cantidades presentes en pacientes sin apendicitis para determinar si el paciente tiene o no
apendicitis.

Los procedimientos para diagnosticar apendicitis pueden incluir realizar un ensayo inmunolégico usando un
anticuerpo monoclonal o policlonal para la molécula diferencialmente asociada a apendicitis. Tales anticuerpos son
conocidos en la técnica o pueden generarse por medios conocidos en la técnica sin experimentacion adicional.

También se desvela un dispositivo de prueba de inmunoensayo para detectar la presencia de una molécula
diferencialmente asociada a apendicitis en una muestra. El dispositivo comprende un primer anticuerpo monoclonal
0 policlonal especifico para la molécula, un soporte para el primer anticuerpo monoclonal o policlonal, medios para
poner en contacto el primer anticuerpo monoclonal o policlonal con la muestra y un indicador que puede detectar la
unioén del primer anticuerpo monoclonal o policlonal a la molécula.

La deteccion de la unién del anticuerpo a la molécula puede incluir unir el complejo anticuerpo/molécula a
un segundo anticuerpo marcado que se une a la molécula o al anticuerpo del complejo.

Los dispositivos de prueba pueden estar en forma de cartuchos, tiras reactivas u otras conformaciones
conocidas en la técnica. El dispositivo de prueba también puede ser parte de un kit que puede contener
instrucciones para uso, instrucciones para la comparacion de los resultados de prueba con resultados de la misma
prueba hecha en un paciente sin apendicitis, reactivos adicionales tales como células o fluidos de pacientes sin
apendicitis, y otros reactivos conocidos en la técnica. Estos tipos de dispositivos de ensayo son conocidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en la publicacion de patente de EE.UU. n® 2003/0224452.

Los procedimientos para diagnosticar apendicitis pueden incluir comparar el nivel de la molécula en la
muestra con un nivel de fondo de la misma molécula en personas que no tienen apendicitis. Esta comparacion
puede hacerse mediante cualquier medio conocido en la técnica. Puede incluir comparar resultados de muestras con
resultados de una segunda muestra tomada de una persona que no tiene apendicitis, 0 comparar resultados de
muestra con una fotografia u otra representaciéon de resultados de una persona que no tiene apendicitis. También
pueden usarse dispositivos de prueba que tienen medios para enmascarar niveles de no apendicitis, por ejemplo, un
soporte que tiene el mismo color o tono que los indicadores que muestran niveles de no apendicitis, o un filtro que
tiene el mismo color o tono que un nivel de no apendicitis, de manera que sélo los mayores niveles que indican
apendicitis de la molécula son detectables, por ejemplo, a o0jo. Los procedimientos pueden incluir el uso de fluidos de
control que tienen niveles de fondo de la molécula tipicos de muestras de no apendicitis, ademas de soportes
coloreados y/o filtros de luz como se ha tratado anteriormente.

Si la muestra es sangre, el procedimiento también puede incluir el procesamiento de la sangre por un medio
conocido en la técnica tal como filtracion o centrifugacién para separar plasma o suero que va a ensayarse.

Los soportes de anticuerpos son conocidos en la técnica. Los soportes de anticuerpos pueden ser
almohadillas absorbentes a las que los anticuerpos se unen en forma de quita y pon o de forma fija. En los
dispositivos desvelados puede usarse cualquier medio indicador conocido en la técnica para detectar la union del
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anticuerpo a la molécula. Los medios indicadores pueden incluir segundos anticuerpos monoclonales o policlonales
marcados que se unen a la proteina seleccionada que preferentemente se unen a un epitope sustancialmente
diferente sobre la proteina seleccionada de aquellos a los que se unen los primeros anticuerpos monoclonales o
policlonales tal que la unién del primer anticuerpo monoclonal o policlonal no bloquee la unién del segundo
anticuerpo, o viceversa. Los medios indicadores también pueden incluir una ventana de prueba por la que pueden
visualizarse anticuerpos marcados. Puede usarse cualquier marca conocida en la técnica para marcar el segundo
anticuerpo. La marca puede ser oro coloidal. El segundo anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal. El primer
anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o0 monoclonal hecho usando una secuencia de polipéptidos especifica
de la molécula diferencialmente asociada a apendicitis, y el segundo anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal
o policlonal diferente que se une a un sitio diferente de la molécula o se une al primer anticuerpo. Los anticuerpos
para MRP-8 y MRP-14 estdn comercialmente disponibles de Cell Sciences, Canton, MA. Los anticuerpos
monoclonales para haptoglobina Utiles en los procedimientos de la presente invencion también son conocidos en la
técnica, por ejemplo, como se describe en la patente de EE.UU. n°® 5.552.295.

La muestra que va a ensayarse puede ser un liquido, y el dispositivo de prueba de inmunoensayo puede
ser un dispositivo de flujo lateral que comprende medios de entrada para el flujo de una muestra de liquido en
contacto con los anticuerpos. El dispositivo de prueba también puede incluir un medio de control de flujo para
asegurar que la prueba esté funcionando adecuadamente. Tales medios de control de flujo pueden incluir antigenos
de control unidos a un soporte que capturan anticuerpos de deteccién como medio de confirmaciéon del flujo
apropiado del fluido de muestra por el dispositivo de prueba. Alternativamente, los medios de control de flujo pueden
incluir anticuerpos de captura en la region de control que capturan los anticuerpos de deteccion, indicando de nuevo
que esté teniendo lugar el flujo apropiado dentro del dispositivo.

También se desvelan procedimientos para detectar la presencia de una molécula diferencialmente asociada
a apendicitis usando los dispositivos anteriores, comprendiendo los procedimientos: proporcionar un dispositivo de
prueba de inmunoensayo de la presente invencion; poner en contacto un primer anticuerpo con una muestra; y leer
un indicador que puede detectar la union del primer anticuerpo. Preferentemente, la union indica apendicitis en el
paciente que esta probandose. Los procedimientos de uso de estos dispositivos pueden realizarse en el consultorio
médico, sala de urgencias o consultorio, en vez de requerir el envio del paciente o la muestra a un laboratorio
separado.

Los dispositivos desvelados son Utiles para probar las muestras anteriormente mencionadas. Si se prueban
las células, por ejemplo, cuando la molécula diferencialmente asociada a apendicitis se sospecha que esta en
células de sangre o de tejido en vez de en suero, el procedimiento y/o dispositivo puede incluir una etapa de lisado
de células o medios usando detergente, puncion u otro procedimiento fisico o quimico conocido en la técnica.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: Imagen de electroforesis bidimensional de proteinas de (A) tejido de apéndice normal y (B)
enfermo. Las proteinas se separaron por enfoque isoeléctrico en el eje x y por peso molecular en el eje y. El peso
molecular en kilodalton se muestra a la izquierda. La flecha indica la proteina regulada por incremento, AP-93.

Figura 2: Andlisis de transferencia Western de MRP-14 de tejido normal (N) y enfermo (A). Los nameros
son numeros de ID de muestras. Los pesos moleculares se muestran en kilodalton.

Figura 3: Andlisis de transferencia Western de MRP-8 de tejido normal (N) y enfermo (A). Los nimeros son
nameros de ID de muestras. Los pesos moleculares se muestran en kilodalton.

Figura 4: Niveles relativos de MRP-8/14 en suero normal y de apendicitis como se determina por ELISA.
Los niveles se facilitan como una fraccién de la media para los pacientes que no tienen apendicitis, denominandose
también dicha fraccién en este documento “ndmero de veces del aumento”. Las barras oscuras representan
muestras de pacientes que tienen apendicitis. Las barras blancas representan muestras de pacientes que no tienen
apendicitis.

Figura 5: Imagenes de electroforesis bidimensional de proteinas en muestras de suero empobrecido de
pacientes (A) normales y (B) con apendicitis. Las proteinas se separaron por enfoque isoeléctrico en los ejes x y por
peso molecular en los ejes y. El peso molecular en kilodalton se muestra a la derecha. La flecha de cola larga indica
la proteina regulada por incremento, AP-77 (subunidad de haptoglobina alfa). La flecha sin cola indica una proteina
de control que es igualmente de abundante en enfermo frente a normal.

Figura 6: Imagenes de electroforesis bidimensional de proteinas de tejido de apéndice (A) normal y (B)
enfermo (perforado). Las proteinas se separaron por enfoque isoeléctrico en el eje x y por peso molecular en el eje
y. El peso molecular en kilodalton se muestra a la izquierda. La flecha indica la proteina regulada por incremento,
AP-91 (subunidad de haptoglobina alfa).

Figura 7: Distribucién de haptoglobina. Analisis de transferencia Western de haptoglobina de tejido normal
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(N) y enfermo (A). Los nimeros son numero de ID de muestra. Los pesos moleculares se muestran en kilodalton.
Las subunidades alfa y beta son >20 kd y 38 kd, respectivamente.

Descripcion detallada

El apéndice vermiforme es reconocido como un érgano separado de los intestinos grueso y delgado. Se
extiende como una bolsa similar a un dedo desde la base del colon ascendente, que también se llama el ciego. El
apéndice, al igual que el intestino grueso, estd hueco y compuesto por las tres mismas capas de tejido. Estas tres
capas son una mucosa, una muscular y una serosa. La luz apendicular comunica con la luz del ciego mediante una
abertura abierta (orificio) por la que el apéndice afiade sus secreciones a la corriente fecal. Estas secreciones son
mucosidad en exceso producidas por la mucosa apendicular. Ademas de contener mucosidad, el apéndice también
contiene numerosas bacterias comunes al colon derecho. La obstruccién de la luz apendicular es el factor dominante
gue causa apendicitis aguda. Aunque los fecalitos son la causa usual de la obstruccién apendicular, tejido linfoide
hipertrofiado, bario espesado a partir de estudios de rayos X, semillas de hortalizas y frutas, y gusanos intestinales
como ascaridos también pueden bloquear la luz apendicular.

Tras la obstruccion luminal sigue un ciclo de escalada de acontecimientos. La obstruccién proximal del
apéndice produce una obstruccién de bucle cerrado que bloquea el flujo normal de mucosidad apendicular en el
ciego. La secrecién normal continuada de la mucosidad apendicular llena muy rapidamente la capacidad luminal del
apéndice (aproximadamente 0,1 cc). Una vez la capacidad luminal del apéndice ha alcanzado la producciéon de
mucosidad adicional el apéndice obstruido eleva rapidamente la presién intraluminal dentro del érgano. Esta elevada
presion intraluminal es ejercida hacia fuera contra la pared apendicular y hace que el apéndice se distense. La
distension estimula terminaciones nerviosas de las fibras de dolor del aferente visceral, produciendo dolor difuso
sordo vago en el abdomen medio o epigastrio inferior. El peristaltismo también se estimula por la distensién bastante
subita, de manera que algunos calambres pueden superponerse al dolor visceral pronto en el transcurso de la
apendicitis.

La distension del apéndice continda, no solo por la secrecién de mucosa continuada, sino también por la
rapida multiplicacion de las bacterias residentes del apéndice. Como aumenta la presién en el organismo, se supera
la presion venosa dentro de la pared apendicular. Esta presion intraluminal creciente ocluye entonces los capilares y
vénulas, pero el influjo arteriolar continda, produciendo ingurgitacion y congestion vascular. La distension de esta
magnitud normalmente produce nauseas reflejas y vémitos, y el dolor visceral difuso se vuelve mas intenso. El
proceso inflamatorio pronto implica a la serosa del apéndice y a su vez al peritoneo parietal en la region,
produciendo el desplazamiento caracteristico en el dolor hacia el cuadrante inferior derecho (CID). El proceso de
enfermedad esta bastante avanzado cuando el dolor se localiza en el CID.

La mucosa del tracto gastrointestinal, que incluye el apéndice, es muy susceptible al riego sanguineo
alterado. Por tanto, la integridad de la mucosa se compromete pronto en el procedimiento, permitiendo la invasion
bacteriana en las capas de tejido mas profundas. Esta invasion bacteriana conduce a destruccion apendicular y a
liberacion sistémica de diversas toxinas bacterianas. Se desarrolla fiebre, taquicardia y leucocitosis como
consecuencia de esta liberacién sistémica de productos de tejidos muertos y toxinas bacterianas. A medida que
aumenta la distension apendicular progresiva, aumentando la presion arteriolar, se desarrollan infartos elipsoidales
en el borde antimesentérico de la serosa apendicular. A medida que avanzan la distension, la invasion bacteriana, el
equilibrio del aporte vascular y el infarto, la perforacién se produce por una de las areas de infarto en el borde
antimesentérico. Entonces, esta perforacion libera las bacterias y sus toxinas en la cavidad abdominal.

La apendicitis se ha llamado el “gran imitador” ya que sus sintomas son frecuentemente confundidos con
los de otras afecciones. Esta confusion proviene de la naturaleza no especifica del dolor temprano en su transcurso
y la variabilidad en como progresa la apendicitis. El dolor en el cuadrante inferior derecho del abdomen es el
distintivo de apendicitis, pero no es normalmente lo primero que percibe el paciente. Cuando primero se obstruye la
luz apendicular, el paciente tendra pocos sintomas, si tiene alguno, debido a que la luz apendicular todavia no ha
tenido la oportunidad de llenarse de la mucosidad. El tiempo requerido para llenar la luz apendicular es proporcional
al volumen de la luz disponible detras de la obstruccién. Esto es variable e impredecible ya que el volumen depende
del tamafio individual del apéndice y exactamente de dénde se localice el fecalito u otra obstruccion a lo largo de esa
longitud. Si el fecalito u otra obstruccion estan préximos a la punta del apéndice, el volumen disponible es
relativamente pequefio y el tiempo para los sintomas o la perforacion es corto. A diferencia, si lo opuesto es verdad,
el fecalito u otra obstruccion estan préximos a la base del apéndice y proporcionan el mayor volumen apendicular
posible.

Una vez que el apéndice empieza a distenderse, el paciente con apendicitis empezara a experimentar una
molestia no especifica normalmente en la porcion media del abdomen. Esta molestia puede confundirse facilmente
con enfermedades comunes tales como indigestién, estrefiimiento o una enfermedad virica. La distensién
apendicular continuada también va acompafiada de algunas nauseas y frecuentemente vémitos. Raramente son los
vémitos intensos o constantes, que refuerza la confusion con enfermedades comunes.
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Mas tarde en la progresion de la apendicitis, la inflamaciéon habra progresado a la capa mas externa del
apéndice. Esta capa mas externa se llama la serosa y toca el revestimiento interno de la cavidad abdominal llamada
el peritoneo. Este contacto irrita el peritoneo, produciendo peritonitis que es percibida por el paciente con apendicitis
como dolor focal en cualquier parte en la que el apéndice esté tocando el peritoneo. Esto también puede variar entre
diferentes individuos. El apéndice estd normalmente la mayoria de las veces localizado en el cuadrante inferior
derecho bajo un area conocida como el punto de McBurney. El punto de McBurney es una posicion sobre el
abdomen que es aproximadamente dos tercios de la distancia desde la espina iliaca superior anterior en una linea
recta hacia el ombligo. Sin embargo, el apéndice puede residir en otras localizaciones en cuyo caso la peritonitis
producida por el apéndice serd en una localizacién atipica. Esto es de nuevo un factor comin que produce un
diagnostico erréneo y retrasa el tratamiento quirdrgico en casos de apendicitis.

Independientemente de su localizacion, si se deja que la apendicitis progrese, el érgano se perforara
eventualmente. Esto contamina la cavidad abdominal alrededor del apéndice perforado con bacterias que producen
una infeccién grave. Esta infeccion conducira normalmente a un absceso intra-abdominal localizado o gangrena y
puede producir sepsis generalizada.

Para identificar moléculas diferencialmente asociadas a apendicitis se us6 un enfoque protedmico. Se
identificé un complejo de proteina, MRP-8/14, que esta presente en tejido de apéndice en pacientes con apendicitis
aguda. La naturaleza altamente correlativa de este complejo con la apendicitis llevo a que los inventores examinaran
niveles de MRP-8/14 en suero en pacientes con apendicitis aparente. El MRP-8/14 es significativamente elevado
(p<0,02) en pacientes con apendicitis con respecto a niveles en pacientes con apendicitis aparente que todavia no
tienen inflamacién apendicular. La fuente de MRP-8/14 en el suero es el tejido inflamado del apéndice. Esto esta de
acuerdo con las funciones conocidas de MRP-8/14.

La funcién del MRP-8/14 en la inflamacion no se entiende completamente, pero parece que desempefia una
funcién vital en la retencion de leucocitos en microcapilares. EI MRP-8/14 extracelular interactia con células
endoteliales uniéndose a sulfato de heparina y glicanos especificamente carboxilados (Robinson y col., 2002). Las
rutas de sefializacion intracelular y los mecanismos efectores inducidos por la union de MRP-8/14 a células
endoteliales no estan bien definidos. Sin embargo, la interaccion de MRP-8/14 con fagocitos aumenta la actividad de
union del receptor de integrina CD11b-CD18. Esta es una de las rutas de adhesion mas importantes de leucocitos a
endotelio vascular (Ryckman y col., 2003). Se cree que el MRP-8/14 utiliza el receptor para productos finales de
glicacién avanzada (RAGE). Un familiar de MRP-8/14, S100A12, es un ligando especifico de RAGE expresado por
células endoteliales y su interaccién activa la union de NF-kappa B en estas células (Hsieh y col., 2004). La unién de
NF-kappa B induce posteriormente expresion de muchas moléculas proinflamatorias tales como diversas citocinas o
moléculas de adhesion. Por tanto, la liberacion y las funciones extracelulares de las proteinas S100 representan un
mecanismo de retroalimentacion positivo por el que los fagocitos promocionan adicionalmente el reclutamiento de
leucocitos a sitios de inflamacién. Considerados en conjunto parece que estas proteinas desempefian una funcion
en una respuesta inflamatoria fundamental en ciertas afecciones inflamatorias, y son marcadores excelentes de
inflamacién de tejido de apéndice.

Los neutréfilos son globulos blancos que son los primeros en migrar de la circulacion a sitios de inflamacion.
Dentro de los neutréfilos, que constituyen aproximadamente el 40% de las proteinas citosélicas totales, esta el
complejo MRP-8/14. Esta proteina solo se expresa especificamente en células de linaje macréfago, haciendo que
los monaocitos de la sangre y los macréfagos agudamente activados sean otras posibles fuentes de globulos blancos
de estas proteinas. El MRP-8/14 no se expresa normalmente en linfocitos no macrofagos residentes o aquellos
macréfagos que participan en inflamacion cronica. Estas dos proteinas también se conocen por expresarse
independientemente por epitelio de la mucosa en estados especificos de inflamacién aguda.

En el caso de apendicitis, la obstruccién luminal y la distension resultante de la pared apendicular
desencadena una respuesta inflamatoria. Entonces, los neutrdéfilos en circulacion son reclutados al &rea, ya que son
macréfagos activados. Aunque la expresién de este complejo de proteinas esta relacionada con la actividad de los
macrdéfagos en inflamacién, no se conoce completamente la exacta relacién entre MRP-8/14 y la actividad celular. Lo
que se sabe es que la distribucion intracelular de MRP-8/14 varia con el estado de activaciéon de los macrofagos. Los
macréfagos normales contienen los complejos en el citosol, pero una vez estimulados el MRP-8/14 se transloca del
citosol a la membrana celular (especificamente con las proteinas del citoesqueleto). Esto implicaria que el MRP-8/14
puede relacionarse con el movimiento de células, la fagocitosis o la transduccion de sefiales inflamatorias. Las
funciones del movimiento celular y la transduccion de sefiales también pueden explicar por qué el MRP-8/14 se
produce directamente a partir de epitelio vascular tal como el que reviste los vasos sanguineos dentro del apéndice.

Independientemente de su funcién en ciertas afecciones inflamatorias, la abundancia de MRP-8/14 dentro
de células de inflamacién aguda hace que sea un detector y monitor excelente de apendicitis aguda. La primera
etapa en el proceso inflamatorio es el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos a un sitio especifico. En el estudio
de los inventores, el sitio especifico es el apéndice, en el que aquellas células que contienen MRP-8/14 captaran el
estimulo causal. Esta captacion producira normalmente la muerte de células de MRP-8/14 y la liberacién de MRP-
8/14 de tanto el citosol como de la membrana celular en la circulacion del paciente. Al mismo tiempo, los
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revestimientos de la mucosa del apéndice empezaran a producir y liberar MRP-8/14 para facilitar la migracién de
macréfagos o la amplificacién inflamatoria. Entonces, este proceso se intensificard a medida que aumentan las
cantidades de células de MRP-8/14 que son reclutadas por la apendicitis para liberar por dltimo lugar mas MRP-8/14
a la circulacion. Se conocen otros ejemplos de estados inflamatorios que producen el aumento de MRP-8/14
extracelular y la tendencia de estos aumentos de MRP-8/14 para establecer una correlacion con el grado de
inflamacién. Especificamente, la bronquitis crénica, la fibrosis quistica y la artritis reumatoide estan todos asociados
a niveles elevados de MRP-8/14 en suero y la gravedad de estas enfermedades es generalmente proporcional a los
niveles detectados de MRP-8/14 en suero.

La funcién fisiologica de MRP-8/14 hace que sea un marcador clinico ideal para apendicitis aguda. Como
los pacientes con apendicitis son generalmente jévenes y estan sanos, generalmente se produce una respuesta
inflamatoria vigorosa. Se cree que esta respuesta vigorosa libera MRP-8/14 en las fases mas tempranas de la
enfermedad, que entonces se intensifica a medida que progresa la apendicitis. Adicionalmente, las enfermedades
conocidas por asociarse a niveles elevados de MRP-8/14 no son comunes en este grupo de edad mas joven y
normalmente no producen sintomatologia similar a apendicitis. Finalmente, como el MRP-8/14 no esta localizado en
ni asociado a la proliferacion de linfocitos, no se cree que este marcador sea elevado en infecciones viricas. Esto es
una ventaja especialmente poderosa para diagnosticar apendicitis, ya que las infecciones viricas son uno de los
imitadores mas comunes de la apendicitis.

La haptoglobina también se identificé en este documento como un marcador Util para la apendicitis. Un
cribado proteémico diferencial de suero empobrecido identific6 la haptoglobina como un marcador para la
apendicitis. Un segundo cribado diferencial de tejido del apéndice confirmé que la haptoglobina estaba regulada por
incremento en el tejido de apéndice de pacientes con apendicitis. Este hallazgo se confirmé por transferencia
Western de proteina de tejido. En particular, las isoformas de la subunidad alfa sélo estaban presentes en tejido
enfermo. Como la haptoglobina es una proteina plasmatica, es altamente valiosa como biomarcador para
apendicitis.

Ejemplos
Ejemplo 1. MRP-8/14

El objetivo de este estudio fue identificar un marcador especifico para tejido que pudiera contribuir a la
matriz de decision para diagnosticar apendicitis aguda temprana. Se usé un cribado proteémico para identificar una
proteina en el apéndice especificamente regulada por incremento en apendicitis aguda. EIl MRP-8/14 se identifico
como presente tanto en el apéndice enfermo como en suero de pacientes con apendicitis aguda.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Recogida de especimenes y de suero. Todos los pacientes enrolados en este estudio se trataron segin normas de
cuidado aceptadas como se definen por sus médicos practicos. Antes de abordarse la inclusion en el estudio de los
inventores, todos los pacientes fueron evaluados por un cirujano y fueron diagnosticados como que tenian
apendicitis. Los planes del cirujano préactico para estos pacientes con apendicitis incluyeron una apendicectomia
inmediata. Los detalles de todos los tratamientos tales como el uso de antibiéticos, técnica quirlrgica (tanto abierta
como laparoscdpica), fueron determinados por el propio cirujano.

Criterios de exclusion: Cualquier paciente con enfermedades inflamatorias crénicas preexistentes tales como asma,
artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, psoriasis o neutropenia. El embarazo también se considerd
un criterio de exclusion.

Un investigador asesor6 a todos los pacientes sobre el estudio y se obtuvo el consentimiento informado. En
el momento del consentimiento informado al sujeto se le asigné un nimero de identificacién y se obtuvo informacion
demogréfica y clinica no personal (edad, sexo, raza, duracién de sintomas, numero de globulos blancos (WBC),
resultados de estudios de obtencién de imégenes, etc.). En el momento de la cirugia, tras la induccion de anestesia
general, se obtuvo una muestra de sangre completa (5-10 cc de volumen) mediante venopuncién periférica.
Entonces, este espécimen de sangre se coloco sobre hielo. Tan pronto como fue posible se tomé una pequefia
muestra (aproximadamente 1 gramo) de apéndice inflamada del espécimen patol6gico y también se colocé sobre
hielo. Entonces, los especimenes de sangre helados se centrifugaron durante 20 minutos a 3000 rpm y se aislo el
suero separado. Entonces, este suero aislado y el trozo de tejido de apéndice se almacenaron por separado,
congelados a -80°C.

Procesamiento del tejido de apendicitis. El tejido de apéndice de pacientes con apendicectomia se recogié y se
guardd a -80°C hasta el procesamiento. Las muestras de tejido individuales se molieron en polvo usando un mortero
y pistilo estériles bajo nitrégeno liquido. Se extrajo la proteina del tejido en polvo incubando a 37°C en tampdén de
extraccioén (Tris-base 0,025 M, cloruro sédico 200 mM, EDTA 5 mM, azida sddica al 0,1%, pH 7,5). Las muestras se
centrifugaron durante 10 minutos a 14K rpm. Los sobrenadantes se almacenaron a -80°C hasta el andlisis.
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Andlisis en gel 2D de muestras de tejido extraidas. El analisis en gel 2D se realiz6 en muestras de suero
empobrecido y se extrajeron muestras de tejido. Se realizaron el enfoque isoeléctrico (IEF) y la SDS-PAGE segun el
protocolo de Zoom (Invitrogen) durante el analisis en gel 2D. Se analizaron cantidades iguales de proteina sobre
cada gel.

Se hicieron comparaciones entre gel de suero negativo y gel de suero positivo para determinar qué
proteinas estaban presentes en muestras positivas y ausentes en muestras negativas. Se identificaron puntos de gel
candidatos y se sometieron a analisis de identificacién de proteinas por MALDI-TOF (Linden Biosciences).

Andlisis de transferencia Western de muestras de tejido de apéndice extraida. Las muestras (10 pug) se sometieron a
SDS-PAGE con Laemmli patrén y las proteinas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa para los analisis de
transferencia Western usando técnicas convencionales con deteccién quimioluminiscente. Se us6é Magic Mark
Western Standard (Invitrogen) para determinar el peso molecular. Se usé MRP-8 (calgranulina A C-19, Santa Cruz,
SC-8112) en una dilucién 1:100 en 0,5x Uniblock (AspenBio, Inc) para el anticuerpo primario. El anticuerpo
secundario fue anticuerpo dirigido contra IgG de cabra conjugada con peroxidasa (H+L) purificado por afinidad
(Vector, P1-9500) en una diluciéon 1:2000 en Uniblock. Se us6é MR-14 (calgranulina B C-19, Santa Cruz, SC-8114) en
una dilucién 1:100 en 0,5x Uniblock para el anticuerpo primario. El anticuerpo secundario fue anticuerpo dirigido
contra IgG de cabra conjugada con peroxidasa (H+L) purificado por afinidad (Vector, PI-9500) en una dilucién 1:2000
en Uniblock.

Determinaciones de MRP-8/14 en suero. Los niveles de MRP-8/14 en suero se determinaron por ELISA usando un
ELISA comercialmente disponible (Buhimann S100-Cellion S100 A8/A9) segun el protocolo del fabricante.

RESULTADOS

Identificacion de proteinas presentes en tejido de apéndice de pacientes con apendicitis. Se realiz6 un andlisis
proteédmico diferencial en muestras de suero empobrecido con el objetivo de la identificacion de proteinas elevadas
en pacientes con apendicitis aguda. El analisis implic6 comparar muestras de pacientes normales frente a pacientes
con apéndices perforadas. Se obtuvieron muestras de sangre inmediatamente antes de la cirugia. Un paciente
normal en este estudio es uno que presentd dolor abdominal, se sometié a cirugia y se encontré que tenia un
apéndice normal. Durante la cirugia se recogio tejido de apéndice normal y enfermo.

El enfoque protedmico fue comparar un conjunto de 4 muestras normales con un conjunto de 4 muestras
con apendicitis usando electroforesis bidimensional. La Figura 1 muestra el perfil 2D de las proteinas analizadas. Se
realizé la comparacion entre los geles y la diferencia més obvia se indica en la Figura 1B como AP- 93. Basandose
en el gel en la Figura 1, el peso molecular de AP-93 es aproximadamente 14 kilodalton. La rebanada de gel
correspondiente se analiz6 por MALDI-TOF y se hizo una identificacion positiva. La identificacién se basd en
espectros de dos péptidos tripticos, NIETINTFHQYSVK [SEC ID N°:1] y LGHPDTLNQGEFKELVR [SEC ID N°:2].
Los péptidos se corresponden con los residuos subrayados en la siguiente secuencia de aminoacidos de MRP-14
(nimero de acceso de GenBank P06702):

MTCKMSQLERNIETUNTFHQYSVKLGHPDTLNQGEFKELVRKDLQNFLK
KENKNEKVIEHIMEDLDTNADKQLSFEEFIMLMARLTWASHEKMHEGDEGPGHHH KPGLGEGTP [SEC ID N°:3].

La identificacion por MALDI-TOF de AP-93 como MRP-14 se confirmé por la compatibilizacion de pesos
moleculares. Basandose en estos datos, la proteina MRP-14 fue mas altamente abundante en el conjunto de
muestras enfermas que en el conjunto de muestras normales.

Presencia de MRP-14 y MRP-8 en tejido de apéndice enfermo. Con el fin de confirmar la presencia de MRP-14 en
tejido enfermo se us6 un anticuerpo dirigido contra MRP-14 en transferencia Western de extractos de tejido de
apéndices normales y enfermos individuales. La Figura 2 muestra los datos de transferencia Western de 9 muestras
normales y 11 con apendicitis. Esta presente una banda de 14 kilodalton en cada muestra de apendicitis. No hay
sefial detectable en las muestras normales. Estos datos confirman los datos de cribado proteémico y muestran que
la proteina es un indicador de tejido de apéndice enfermo.

Como se sabe que MRP-8 existe como un dimero con MRP-14, los especimenes de tejido también se
examinaron para la presencia de MRP-8. La Figura 3 muestra los datos de transferencia Western usando un
anticuerpo dirigido contra MRP-8 en las muestras de tejido normal y enfermo. Como es de esperar, la MRP-8 esta
presente en todas las muestras de apéndice enfermo y no es detectable en el tejido de apéndice normal. Estos
datos de transferencia Western muestran que las proteinas MRP-8 y MRP-14 son notablemente mas abundantes en
tejido de apéndice con apendicitis que en normal.

Pacientes con elevados niveles de MRP-8/14 en suero con apendicitis aguda. La alta correlacion entre apendicitis y
la presencia de MRP-8/14 en el apéndice llevd a los inventores a examinar los niveles de MRP-8/14 en suero de
aquellos pacientes y de otros pacientes posteriormente afiadidos al estudio. Los sueros se recogieron antes de la
cirugia, se guardaron en el banco y se analizaron después de conocerse el estado de enfermedad. Los niveles de
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La Tabla 1 enumera niveles de MRP-8/14 en suero para 39 pacientes como se ha determinado por un
ELISA fabricado por Hycult (Los Paises Bajos) y disponible comercialmente por Cell Sciences, Canton, MA. Las
cantidades se facilitan como fracciones en comparaciéon con un nivel promedio para pacientes en el estudio sin
apendicitis. Obsérvese que todos los pacientes con apendicitis muestran un aumento en nimero de veces de MRP-
8/14 con respecto a los niveles normales promedio. El procedimiento se realizé segun las instrucciones adjuntas al
producto de ELISA. Los numeros de muestras no se corresponden con los nimeros de muestras mostrados en las
Figuras 2 y 3 ya que las muestras se reenumeraron.

TABLA 1
Numero de Diagnéstico clinico Patologia Clasificacién Fraccién de
muestra normal
1 Apendicitis Apendicitis aguda leve 2 2,80428
avanzada
2 Apendicitis normal Normal 1 0,960805
3 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 5,554904
avanzada
4 Apendicitis Necrosis por apendicitis perforada 4 6,53913
perforada
5 Apendicitis Apendicitis aguda leve 2 4,562059
temprana
6 Apendicitis Apendicitis aguda leve 1 2,881124
temprana
7 Perforada horrible Necrosis por apendicitis perforada 4 7,906886
8 Apendicitis normal Apendicitis aguda leve 2 3,971489
9 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 3,83328
temprana
10 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 3,566665
avanzada
11 Apendicitis Apendicitis aguda leve 2 3,205335
12 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 5,51224
13 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 2,92671
avanzada
14 Apendicitis Apendicitis transparietal con necrosis 4 3,866306
avanzada
15 PERFORADA Apendicitis transparietal 3 4,54657
16 Apendicitis Apendicitis perforada 4 7,01877
avanzada
17 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 4,25998
avanzada
18 Apendicitis Apendicitis transparietal 3 6,90312
19 Apendicitis normal Normal 1 0,838679
20 Apendicitis normal Normal 1 0,590095
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NUmero de Diagnéstico clinico (Ccl)Dn;i)ologl'a Clasificacién Fraccién de
muestra normal
21 Apendicitis Apendicitis con cambiadores de 3 1,682291
temprana apendicitis
22 Apendicitis normal Normal 1 1,128849
23 Apendicitis Apendicitis transparietal 4 2,338583
avanzada
24 Apendicitis normal Normal 1 2,478035
25 Apendicitis caliente 2,807046
26 Perforada Perforada 4 4,954136
27 Normal Normal 1 0,918438
28 Caliente Caliente 2 4,387589
29 Temprana Apendicitis transparietal 3 4,015013
30 Caliente Apendicitis transparietal 3 2,460902
31 Normal Normal 1 0,594943
32 Caliente Apendicitis transparietal 3 4,211086
33 Perforada Apendicitis transparietal 4 3,835219
34 Normal Normal 1 1,968859
35 Perforada Apendicitis transparietal 4 4,126198
36 Avanzada Apendicitis transparietal 3 2,423726
37 Apendicitis caliente Apendicitis transparietal 3 4,178647
38 Temprana Apendicitis transparietal 3 9,584398
39 Normal Apendicitis transparietal 2 2,835339

Los inventores han identificado un complejo de proteina que esta presente en el apéndice y el suero de
pacientes con apendicitis. Basandose en los datos de transferencia Western, la presencia de MRP-8/14 en tejido de
apéndice guarda una gran relacién con la enfermedad. Ademas, los niveles de MRP-8/14 en suero son valores
predictivos de apendicitis. Los inventores suponen que este aumento es debido al aumento de la produccion de
estas proteinas a partir de la infiltracién de neutrdfilos sistémicos del apéndice y posiblemente dirigen la produccion
de mucosa de las proteinas por el propio apéndice. Este estudio demuestra que el MRP-8/14 es un marcador clinico
util para apendicitis aguda. Después del descubrimiento de los inventores de que el MRP-8/14 era una molécula
diferencialmente asociada a apendicitis, el trabajo de los inventores se confirmé por el hallazgo de Power, C. y col.,
2004 y 2005, que inform6 de la deteccién de esta molécula en heces de pacientes que tenian apendicitis aguda.

Ejemplo 2. Haptoglobina

Usando un cribado protedbmico de suero y tejido de apéndice los inventores determinaron que la
haptoglobina esta regulada por incremento en pacientes con apendicitis aguda. La subunidad alfa de la haptoglobina
es un marcador especialmente util en el cribado de la enfermedad.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

La recogida de especimenes y suero, el procesamiento de tejido con apendicitis, los analisis de gel 2D de
muestras de tejido extraidas y los andlisis de transferencia Western de muestras de tejido de apéndices extraidas
fueron como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1, excepto que para la transferencia Western se usé
anticuerpo humano dirigido contra haptoglobina purificado por afinidad (Rockland, 600-401-272) a una dilucién
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1:5000 en 0,5x Uniblock para el anticuerpo primario; y el anticuerpo secundario fue anticuerpo dirigido contra IgG de
conejo acoplada a peroxidasa (h+l) purificado por afinidad (Vector, pi-1000) en una dilucién 1:5000 en Uniblock.

RESULTADOS

Identificacion de proteinas presentes en tejido de apéndice de pacientes con apendicitis. Se realiz6 un andlisis
protedmico diferencial en muestras de suero empobrecido con el objetivo de la identificacion de proteinas elevadas
en pacientes con apendicitis aguda. El analisis implico comparar muestras de pacientes normales frente a pacientes
con apéndices perforadas. Se obtuvieron muestras de sangre inmediatamente antes de la cirugia. Un paciente
normal en este estudio es uno que presentd dolor abdominal, se sometié a cirugia y se encontré que tenia un
apéndice normal. Durante la cirugia se recogi6 tejido de apéndice normal y enfermo.

El enfoque protedmico fue comparar un conjunto de 4 muestras normales con un conjunto de 4 muestras
con apendicitis usando electroforesis bidimensional. La Figura 5 muestra el perfil 2D de las proteinas analizadas a
partir de suero empobrecido de IgG y albumina. Se realiz6 la comparacion entre los geles y la diferencia mas obvia
se indica en la Figura 5B como AP-77. La proteina en el punto de gel AP-77 se digirié con tripsina y se analizé por
MALDI-TOF. Los dos péptidos resultantes tienen las siguientes secuencias: TEGDGVYTLNNEKQWINK [SEC ID
N°:4] y AVGDKLPECEADDGCPKPPEIAHGYVEHSVR [SEC ID N°:5]. Las secuencias se alinearon con la subunidad
alfa de haptoglobina. La secuencia del precursor de haptoglobina (nimero de acceso de GenBank NP005134) se
muestra a continuacion con los fragmentos tripticos subrayados.

MSALGAVIALLLWGQLFAVDSGNDVTDIADDGCPKPPEIAHGYVEHSVR
YQCKNYYKLRTEGDGVYTLNDKKOWINKAVGDKLPECEADDGCPKPPEIAHGYVE
HSVRYQCKNYYKLRTEGDGVYTLNNEKQWINKAVGDKLPECEAVCGKPKNPANPYV
QRILGGHLDAKGSFPWQAKMVSHHNLTTGATLINEQWLLTTAKNLFLNHSENATAK
DIAPTLTLYVGKKQLVEIEKVVLHPNYSQVDIGLIKLKQKVSVNERVMPICLPSKDYA
EVGRVGYVSGWGRNANFKFTDHLKYVMLPVADQDQCIRHYEGSTVPEKKTPKSPV
GVQPILNEHTFCAGMSKYQEDTCYGDAGSAFAVHDLEEDTWYATGILSFDKSCAV
AEYGVYVKVTSIQDWVQKTIAEN [SEC ID N°:6].

La Figura 6 muestra la comparacion del perfil de electroforesis bidimensional entre proteinas de tejido de
apéndice enfermo y normal. Se analizaron dos puntos, AP-91 y AP-93, por MALDI-TOF y se determinaron
identificaciones positivas. Se determiné que la proteina AP-91 era idéntica a AP-77, la haptoglobina-alfa.

Haptoglobina elevada en tejido de apéndice enfermo. Con el fin de confirmar la presencia de haptoglobina en tejido
enfermo se usé un anticuerpo dirigido contra haptoglobina en transferencia Western de extractos de tejido de
apéndices normales y enfermos individuales. La Figura 7 muestra los datos de transferencia Western de 6 muestras
normales y 6 con apendicitis. Casi cada muestra contuvo algun nivel de la subunidad beta de 38 kd; sin embargo,
parecio que era un nivel elevado en los casos de apendicitis. Estd presente una banda de >20 kilodalton en cada
muestra de apendicitis y ausente de todas las muestras de tejido normal. Estos datos confirman los datos de cribado
protedmico y muestran que la proteina es un indicador de tejido de apéndice enfermo. La subunidad alfa tiene mayor
especificidad que la subunidad beta.

Ejemplo 3. Procedimiento de identificacion de moléculas usando muestras de fluido

En variaciones de este ejemplo, las muestras de fluido pueden incluir sangre completa, suero o plasma. Las
muestras son sangre completa recogida de pacientes humanos inmediatamente antes de una apendicectomia. Los
especimenes se colocan sobre hielo y se transportan al laboratorio. Entonces, la sangre se procesa por
centrifugacién a 3000 rpm durante 15 minutos. Entonces, el plasma se separa vertiéndolo en otro recipiente

Tras la realizacion de una apendicectomia, un paciente se clasifica como que tiene apendicitis (AP) 0 sin
apendicitis (NAP). La clasificacién se basa en la evaluacion clinica, la patologia, o0 ambas, como se conoce en la
técnica. Para los casos de apendicitis, el estado clinico también se caracteriza como tanto perforada como no
perforada.

Las muestras de pacientes AP se retnen opcionalmente y se dividen en alicuotas. Opcionalmente, una
alicuota reunida se trata de manera que se eliminen componentes seleccionados tales como anticuerpos y albumina
de suero. Similarmente, las muestras de pacientes NAP se relinen opcionalmente y se dividen en alicuotas con
tratamiento opcional para eliminar los mismos componentes seleccionados. Preferentemente, las muestras AP y las
muestras NAP se procesan de un modo similar.

A continuacion, las alicuotas reunidas de muestras AP y NAP se someten cada una a electroforesis en gel
bidimensional como se conoce en la técnica. Los resultados de cada tipo de muestra se comparan con respecto a la
presencia, ausencia y los niveles de expresion relativos de proteinas. Preferentemente se detecta una sefal
correspondiente a una proteina derivada de un muestra AP que estd tanto ausente como expresada a niveles
relativamente menores en una muestra NAP. Se realiza caracterizacion adicional para una proteina AP tal.
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La caracterizacion adicional puede incluir secuenciacion parcial de aminoacidos, espectrometria de masas y
otras técnicas analiticas como se conocen en la técnica. Puede aislarse un clon de longitud completa del gen
correspondiente a la secuencia de aminoacidos parcial y expresarse como una proteina recombinante. La proteina
recombinante puede usarse como un antigeno para la deteccién. Alternativamente puede usarse una proteina
recombinante parcial o completa para inducir o de otro modo generar un reactivo de anticuerpo especifico, policlonal
o monoclonal. El reactivo de anticuerpo se usa en la deteccion del antigeno en un paciente de manera que ayuda en
el diagndstico de apendicitis. En el diagndstico de apendicitis puede emplearse una combinaciéon de moléculas
antigénicas.

Ejemplo 4. Procedimiento de identificacién de moléculas usando muestras de tejido

Se recogen muestras de tejido de pacientes con apendicitis (AP) y sin apendicitis (NAP). Preferentemente
el tejido es el apéndice. Las muestras de tejido AP o NAP se reinen opcionalmente de manera que se genere un
conjunto de tejido AP o un conjunto de tejido NAP. Las muestras de tejido AP y NAP se usan cada una como fuente
para el aislamiento de ARN total y/o ARNm. Tras el aislamiento, los ARN de AP y los ARN de NAP se mantienen por
separado y se usan para la preparacion de ADNc.

Se crea una biblioteca de sustraccion usando técnicas disponibles en la materia. Opcionalmente se
amplifica una biblioteca de ADNCc. La biblioteca de ADNc se trata de manera que se eliminen constituyentes no
deseables tales como especies altamente redundantes y especies expresadas tanto en muestras enfermas como
normales. Ejemplos de las técnicas incluyen aquellas descritas por Bonaldo y col. (1996) y Deichmann M y col.
(2001).

Tras la generacién de la biblioteca de sustraccién se analizan, se aislan y se secuencian clones
seleccionados correspondientes a secuencias diferencialmente expresadas en la condicién de enfermedad. Usando
técnicas de biologia molecular se seleccionan candidatos para la expresién recombinante de una proteina parcial o
completa. Entonces se usa una proteina tal como antigeno para la deteccion. Alternativamente puede usarse una
proteina parcial o completa recombinante para inducir o de otro modo generar un reactivo de anticuerpo especifico,
policlonal o monoclonal. El reactivo de anticuerpo se usa en la deteccién de antigeno en un paciente de manera que
ayuda en el diagnéstico de apendicitis. Se prevé que en el diagnéstico de apendicitis pueda emplearse una
combinacién de moléculas antigénicas.

Ejemplo 5. Procedimiento de diagndstico de apendicitis mediante la evaluacion de la viscosidad en muestras
de plasma

Se extrae sangre completa de un paciente del que se sospecha que tiene apendicitis inmediatamente antes
de la apendicectomia. Los especimenes se colocan sobre hielo y se transportan al laboratorio. La sangre se procesa
por centrifugacion a 3000 rpm durante 15 minutos seguido de separacion del plasma de la muestra vertiéndolo en
otro recipiente.

Durante la etapa de vertido, las muestras se evallan con respecto a la viscosidad. El aumento de la
viscosidad es indicativo de apendicitis. Aproximadamente el 80% de las muestras correspondientes a casos de
apendicitis muestran un aumento de la viscosidad, mientras que aproximadamente de ninguna a menos del 5% de
las muestras correspondientes a casos sin apendicitis muestran un aumento de la viscosidad. Se observa que el
grado de aumento de viscosidad puede establecer una correlacién con la gravedad de apendicitis.

Las mediciones de viscosidad pueden realizarse por observacion visual o usando técnicas conocidas en la
técnica. Por ejemplo, puede usarse un viscosimetro capilar Coulter Harkness (Harkness J., 1963) u otras técnicas
(Haidekker MA 'y col., 2002).

La presencia de aumento de la viscosidad en plasma puede usarse en combinacion con otras técnicas de
diagndstico, por ejemplo, con una o mas de las siguientes: examen fisico, hemograma completo (CBC) con o sin
diferencial, andlisis de orina (UA), tomografia computarizada (CT), ultrasonografia abdominal y laparoscopia.

Cuando se usan los términos “comprenden”, “comprende”, “comprendido” o “que comprende” en este
documento deben interpretarse como que especifican la presencia de las caracteristicas, nimeros enteros, etapas o
componentes establecidos citados, pero no que excluyan la presencia o adicion de una o varias caracteristicas,
namero entero, etapa, componente o grupo de los mismos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de uso en el diagnodstico de apendicitis en un paciente del que se sospecha que tiene
apendicitis que comprende probar la presencia de MRP-8/14, a un nivel diagnostico de apendicitis, en una muestra
de sangre completa, plasma o suero obtenido del paciente.

2. Un procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho paciente presenta al menos un sintoma clasico de
apendicitis seleccionado del grupo que consiste en: dolor en el abdomen; dolor que empieza cerca del ombligo,
luego se mueve al cuadrante derecho inferior del abdomen; anorexia (pérdida del apetito); problemas de
alimentacién acompafiados de somnolencia; nduseas que empiezan después de la aparicion de dolor; vémitos que
empiezan después de la aparicion de dolor; vomitos acompafiados de fatiga; estrefiimiento; heces pequefias con
mucosidad; diarrea; incapacidad para eliminar los gases; febricula; distensiéon abdominal; dolor en el abdomen que
empeora; tenesmo; fiebre alta; leucocitosis; y aumento de la viscosidad del plasma.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que dicho paciente presenta dos o mas de dichos sintomas
clasicos de apendicitis.

4. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 realizado en un dispositivo de ensayo
inmunoldégico.

5. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en el que no se sabe que el paciente tiene una
afeccion interferente asociada a la presencia de MRP-8/14 en una muestra del tipo en el que se prueba MRP-8/14,
en el que dicha afeccidon interferente se selecciona del grupo que consiste en aloinjerto reciente; septicemia;
meningitis; neumonia; tuberculosis; artritis reumatoide; cancer gastrointestinal; enfermedad inflamatoria del intestino;
cancer de piel, periodontitis, preeclampsia y SIDA.

6. Un procedimiento segin cualquier reivindicacién precedente, en el que se prueba un nivel de MRP-8/14 superior a
aproximadamente 10 pg/ml de MRP-8/14 que es diagnéstico de apendicitis.

7. Un procedimiento segin cualquier reivindicacién precedente, en el que se prueba un nivel de MRP-8/14 superior a
aproximadamente 11 pg/ml de MRP-8/14.

8. Un procedimiento segun cualquier reivindicacién precedente, en el que se prueba un nivel de MRP-8/14 superior a
aproximadamente 15 pg/ml de MRP-8/14.

9. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en el que un nivel de MRP-8/14 superior a
aproximadamente 20 pg/ml de MRP-8/14 es diagndstico de apendicitis.

10. Un procedimiento segin cualquier reivindicacion precedente, en el que se prueba al menos una molécula
adicional diferencialmente asociada a apendicitis, en el que dicha al menos una molécula adicional se selecciona del
grupo que consiste en: inhibidor 1 del activador de plasminégeno, proteinas de unién a &cidos grasos, factor kappa
beta nuclear (NFkB), acidos nucleicos que codifican cualquiera de los anteriores, y haptoglobina.

11. Un procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que se prueba un nivel de haptoglobina superior a 139 mg/dl.
12. Un procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que se prueba un nivel de haptoglobina superior a 150 mg/dl.

13. Un procedimiento segun cualquier reivindicacion precedente, en el que dicho MRP-8/14 y dicha al menos una
molécula adicional se prueban probando la presencia de una secuencia de &cidos nucleicos que codifica dicho MRP-
8/14 o dicha al menos una molécula adicional en dicha muestra.

14. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho MRP-8/14 se prueba para usar el anticuerpo 27e10.
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