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PALABRAS CLAVE Resumen

Apendicitis aguda; Antecedentes: Los microRNA son estructuras moleculares de 20-22 nucledtidos con actividad
MicroRNA; postranscripional que estan implicados en la respuesta inmunitaria, al igual que en las vias de
Enfermedad la inflamacion de diversas células y tejidos.

inflamatoria Objetivos: Presentamos un estudio prospectivo donde se determina la expresion sérica de
intestinal; microRNA-21 en pacientes con diagnostico de apendicitis aguda como afeccion inflamatoria
Enfermedad del colon.

de Crohn; Material y métodos: Estudio de cohorte prospectivo de pacientes con diagnéstico de apendici-
Colitis ulcerosa tis aguda. Se realizo el analisis de microRNA-21 sérico mediante PCR de las muestras sanguineas

de los pacientes obtenidas de forma preoperatoria. Los valores de microRNA-21 se compara-
ron con variables analiticas (leucocitos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, actividad de
protrombina, glucosa, urea y creatinina) y anatomopatolégicas (apéndice normal, apendicitis
aguda flemonosa, gangrenosa y perforada).

Resultados: Se incluyd, de forma consecutiva, a un total de 60 pacientes con diagndstico de
apendicitis aguda, desde junio del 2009 hasta octubre del 2009, siendo el 66% varones (40 hom-
bres, 20 mujeres), con una edad media =+ desviacion estandar de 26.2 + 14.8 afos. Los niveles
absolutos medios del microRNA-21 fueron de 24.8 £0.93, mientras que la expresion genética
media del microRNA-21 fue de 1.0440.28, no observandose correlacion con los parametros
analiticos y anatomopatologicos evaluados (p =0.47).
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Conclusiones: Es necesario continuar la busqueda de cuales son los microRNA mas apropiados
para que su determinacion en suero conlleve una mayor precision en el establecimiento del
diagnostico y prondstico de las enfermedades inflamatorias intestinales.
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Todos los derechos reservados.

Serum microRNA-21 usefulness in inflammatory pathology of the colon

Abstract

Background: MicroRNAs are 20-22 nucleotide molecular structures with post-transcriptional
activity that are involved in the immune response, as well as in the inflammatory pathways
of different cells and tissues.

Aims: We present herein a prospective study in which serum microRNA-21 expression was
determined in patients diagnosed with acute appendicitis as a model of bowel inflammation.
Material and methods: A prospective cohort study of patients diagnosed with acute appendici-
tis was conducted. Serum microRNA-21 was analyzed through the PCR of blood samples taken
from the patients prior to surgery. MicroRNA-21 values were compared with the analytic varia-
bles (leukocytes, hemoglobin, hematocrit, platelets, prothrombin activity, glucose, urea, and
creatinine) and the anatomopathologic variables (normal appendix, phlegmonous, gangrenous,
and perforated acute appendicitis).

Results: A total of 60 patients with acute appendicitis diagnosis were consecutively included in
the study from June to October 2009. Sixty-six percent of the patients were men (40 men and
20 women), with a mean age of 26.2 + 14.8 years. The mean absolute level of microRNA-21 was
24.8 +0.93, whereas the mean microRNA-21 gene expression was 1.04+0.28. No correlation
between the analytic and anatomopathologic parameters evaluated was observed (P=.47).
Conclusions: It is necessary to continue to search for the most appropriate microRNAs, so that
their determination in serum can lead to greater precision in establishing the diagnosis and
outcome of inflammatory disorders of the bowel.

© 2012 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. All

rights reserved.

Introduccion

Los microRNA son estructuras moleculares de 20-22 nucleo-
tidos con actividad postranscripional que estan implicados
en la regulacion de la expresion genética, habiéndose puesto
de manifiesto su participacion en distintas funciones fisiolo-
gicas y patologicas, tales como la apoptosis, la proliferacion
y la diferenciacion celular, demostrandose su funcionalidad
como genes supresores de tumores o como protooncogenes
en la carcinogénesis’.

En diferentes investigaciones se ha visto que los
microRNA también estan implicados en la respuesta inmu-
nitaria, al igual que en las vias de la inflamacion de
diversas células y tejidos, tales como artritis reumatoide
(microRNA-146a, microRNA-155), psoriasis (microRNA-21,
microRNA-125b, microRNA-203), osteoartritis (microRNA-9)
o colitis ulcerosa (microRNA-192)2.

El objetivo del presente estudio es presentar un estu-
dio prospectivo donde se determina la expresion sérica de
microRNA-21 en pacientes con diagnostico de apendicitis
aguda como afeccion inflamatoria del colon, permitiendo la
incidencia de esta enfermedad un periodo corto de recogida
de muestras. Se opt6 por la determinacion de este microRNA
por haberse demostrado la relacion de la expresion del
microRNA-21 con la enfermedad inflamatoria del colon?,
estar incrementado en la mucosa de pacientes con colitis
ulcerosa* y estar involucrado en otros procesos celulares’.

Contrariamente, el microRNA-16 se ha determinado en
diferentes tejidos humanos, asi como en muestras sero-
logicas, considerandose como un control enddgeno seguro
en la determinacion de expresiones aberrantes de otros
microRNA®.

A pesar de no existir otros estudios que analicen la
participacion de los microRNA en la apendicitis aguda, pre-
tendemos poner de manifiesto la presencia de los microRNA
en la fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria buscando
una correlacion con los diferentes estadios clinicos de la
enfermedad. Nuestra hipotesis es que los microRNA parti-
cipan en los procesos inflamatorios intestinales, por lo cual
se decidio estudiarlos en la apendicitis aguda y correlacio-
narlo con los diferentes estadios clinicos de la enfermedad,
y, por tanto, su determinacion en sangre permitiria obtener
un diagndstico precoz y no invasivo, evitando asi procesos
terapéuticos agresivos en situaciones de dudas diagndsticas.

Material y métodos

Obtencién de muestras

Estudio de cohorte prospectivo constituido por pacientes
que ingresaron para intervencion quirirgica con diagnostico

de afeccion apendicular aguda, realizado tanto por diag-
nostico ecografico, como por sospecha clinica, analitica y
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exploracion fisica. Previamente, se solicitaria el consenti-
miento informado para la integracion de la correspondiente
historia clinica en un proyecto de investigacion. Preope-
ratoriamente, se realizaba la extraccion especifica de una
muestra de 5 ml de sangre periférica en tubo BD Vacutainer®.
De forma inmediata, el Servicio de Analisis Clinicos alma-
cenaba las muestras en un congelador a —80°C tras la
centrifugacion de la sangre para la obtencion de 2 alicuotas
de 2ml de suero. Tras la realizacion de la apendicectomia,
la pieza quirlrgica se remitia al Servicio de Anatomia Pato-
logica, previa fijacion en formaldehido 3.7-4.0% tamponado
a pH=7 y estabilizado con metanol DC.

Procesamiento de las muestras

A partir de las muestras de suero, se realizo el aislamiento
del RNA, para la posterior realizacion de la técnica cuan-
titativa de la reacciéon en cadena de polimerasa a tiempo
real, siempre siguiendo las normas de procesamiento del
fabricante. El proceso de aislamiento del microRNA-21 y
microRNA-16 se realizd mediante High Pure miRNA Isolation
Kit-Roche Diagnostics SL, Espafa (version de julio del 2009).
Para la obtencion de los DNA complementarios de microRNA-
21 y microRNA-16 (retrotranscripcion) se emple6 el kit de
sintesis cDNA Strand First Transcriptor-Roche Diagnostics SL,
Espana (version de abril del 2007). Como primers especifi-
cos para la retrotranscripcion inversa se emplearon los kits
Tagman® microRNA Assay miR-21 y miR-16, TIB Molbiol Synt-
heselabor GmbH, Berlin (Alemania). Para la cuantificacion
de los microRNA se realizo la amplificacion mediante reac-
cion en cadena de polimerasa en LightCycler® 2.0 Roche
Diagnostics SL, Espana, utilizando las sondas de amplifica-
cion incluidas en los kits Tagman® microRNA Assay.

Analisis de la expresion de los microRNA y analisis
estadistico

Los valores absolutos de los Ct segun las curvas de amplifica-
cion de cada microRNA, asi como el analisis de la expresion
genética, que determina la expresion del microRNA-21 res-
pecto al microRNA de control (microRNA-16), se estimaron
siguiendo la metodologia propuesta por Livak y Schmittgen
(Methods 2001).

Expresic’m — Z—ACt — 2—(C.muestra,Ct.housekeeping)

— 2 — (C.miR21_Ct.miR16)

Los parametros evaluados se dividieron en 3 categorias:
parametros clinicos, parametros analiticos (leucocitos tota-
les, hemoglobina, hematocrito, plaquetas, actividad de
protrombina, glucosa, urea, creatinina, microRNA-21 en
suero y microRNA-16 en suero) y parametros anatomopa-
toldgicos (grado de afectacion apendicular).

El analisis estadistico del estudio se llevd a cabo mediante
el programa estadistico PASW 18.0 (SPSS Inc, Chicago,
EE. UU.). Se selecciond un riesgo alfa del 5% (p<0.05) en
todos los contrastes. Los contrastes entre variables cuan-
titativas y cualitativas (niveles de expresion genética en
relacion a parametros anatomopatoldgicos) se llevaron a
cabo mediante pruebas no paramétricas para comparacion
de 2 grupos (U de Mann-Whitney) y mas de 2 grupos (H de
Kruskal-Wallis). En las correlaciones entre variables cuanti-
tativas (correlaciones de los niveles de expresion génica con
parametros analiticos) se empled la correlacion no paramé-
trica de Spearman (Rho).

Resultados

Se incluyo, de forma consecutiva, a un total de 60 pa-
cientes con diagnostico de apendicitis aguda, desde
junio del 2009 hasta octubre del 2009, siendo el
66% varones (40 hombres, 20 mujeres), con una edad
media & desviacion estandar de 26.2 +14.8 afos. Expre-
sados como media+desviacion estandar, los parametros
analiticos que se determinaron fueron, entre otros: leucoci-
tos (x10°/L) 13.90 = 3.44; hemoglobina (g/dL) 14.87 £ 1.61;
plaquetas (x10°/L) 240 + 63; (tabla 1).

El diagndstico anatomopatoldgico mas frecuente fue de
apendicitis aguda flemonosa en 48 casos (77.4%), seguido
de la apendicitis aguda gangrenosa en 11 casos (17.7%), de
apéndice ileocecal de caracteristicas normales en 2 casos
(3.2%) y de apendicitis aguda perforada en un caso (1.6%).

La expresion absoluta media tanto del microRNA-21 como
del microRNA-16 fue de 24.8 +0.93. La expresion genética
media del microRNA-21 fue 1.04+0.28 (tabla 2, fig. 1),
indicando la sobreexpresion del microRNA-21 respecto al
microRNA de control (housekeeping), microRNA-16. No hubo
ningln tipo de correlacion en la expresion del microRNA-
21 respecto a los resultados de laboratorio, ni diferencias
en la expresion con respecto a los tipos anatomopatologi-
cos (tablas 3 y 4). No se llevaron a cabo las correlaciones
del microRNA-16 con los diferentes parametros, ya que al
considerarse un control endogeno, su principal utilidad es
determinar la expresion relativa del miR-21.

Tabla 1 Parametros analiticos

Analiticos Media Mediana DE Min P25 P50 P75 Max
Leucocitos (x10%/L) 13,902 13,600 3,4379 6.6 11.8 13.6 16.0 22.5
Hemoglobina (g/dL) 14,876 15,150 1,6098 10.3 13.8 15.2 15.9 18.3
Hematocrito (%) 43,979 44,700 4,7193 30.3 41.2 44.7 47.4 54.1
Plaquetas (x10°/L) 240.24 241.00 63,781 65 202 241 281 407
Act. de protrombina (%) 86,740 87,850 11,0617 58.2 78.8 87.9 97.8 100.0
Glucosa (mg/dL) 105.84 103.00 17.470 72 96 103 114 165
Urea (mg/dL) 24.43 23.50 7,315 8 19 24 30 46
Creatinina (mg/dL) 0.794 0.800 0.1932 0.5 0.6 0.8 0.9 1.5
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Tabla 2 Niveles absolutos y expresion genética de microRNA-21 y microRNA-16
MicroRNA Media + DE Mediana P25-P75 Rango
microRNA-21 24.8 + 0.93 24.7 24.1-25.6 22.9-27.0
microRNA-16 24.8 + 0.93 24.7 24.1-25.6 22.9-26.4
Expresion 1.04 + 0.28 0.98 0.84-1.21 0.49-1.74
Tabla 3 Expresion de microRNA-21 respecto a los parame- La impl!'(,:acién de los microRNA so!)'re la e§t§bilidad de
tros de laboratorio la regulacion del RNA en la expresion geneética ha lle-
vado a determinar estas «moléculas no codificantes» de
Analiticos Rho p RNA en diferentes fluidos organicos (plasma, suero, orina,
Leucocitos (x10%/L) —0.048 0.71 légri_rpa y sa!iva), hal?iéndose constatad.o,u_na alta concen-
Hemoglobina (g/dL) 0.197 0.13 trac.10n de mlcroRNA l1br§s en sangre per!ferlca5. También se
Hematocrito (%) 0.153 0.24 pusieron de manifiesto ciertas modificaciones en las concen-
Plaquetas (x10°/L) 0.024 0.85 traciones de m_icroRNA en las enfermedades mﬂamatonas,
Actividad de protrombina (%) ~0.139 0.29 tales como el lnclremento dg m1croRlNA-146a y microRNA-
Glucosa (mg/dL) 0117 0.37 ?23 en est‘adqs sleptlcos debidos al sindrome de respuesta
e (el 0.036 0.79 inflamatoria sistémica®?®. _ _ _ .
Creatinina (mg/dL) 0.118 0.37 En las enfermedades inflamatorias, se ha evidenciado

Tabla 4 Expresion de microRNA-21 respecto a los parame-
tros anatomopatologicos
Afectacion apendicular Media + DE p
Normal 0.99 + 0.16 0.47
Flemonosa 1.01 £ 0.27
Gangrenosa 1.14 + 0.32
Perforada 0.96

Discusion

Un gran nimero de investigaciones tienen como objetivo
identificar métodos de cribado no invasivos enfocados hacia
el diagndstico temprano de diferentes enfermedades, tales
como pruebas hematoldgicas o el analisis del DNA en heces’.

36

Expresién sérica
)

Normal Flemonosa Gangrenosa Perforada

Figura 1
apendicular.

Expresion genética segin el grado de afectacion

una expresion diferente de los microRNA en sangre peri-
férica, y su participacion en enfermedades inflamatorias y
autoinmunes’®. La primera determinacidén de los microRNA
en heces puso de manifiesto una expresion diferente en el
cancer colorrectal con respecto a la colitis ulcerosa, resul-
tados coincidentes con las determinaciones histopatologicas
en ambas situaciones'®. Se evidenci6 también la diferen-
cia de expresion de los microRNA en pacientes con colitis
ulcerosa, colitis infecciosa y pacientes con sindrome del
intestino irritable''. A pesar de las referencias bibliogra-
ficas que establecen una sobreexpresion de los microRNA
en el proceso inflamatorio, los resultados obtenidos en este
estudio no otorgan ninguna utilidad para el diagndstico de
la apendicitis aguda.

En el presente estudio, se emple6 como microRNA de con-
trol o housekeeping el microRNA-16; el microRNA-16 se ha
determinado en diferentes tejidos humanos y muestras sero-
logicas, considerandose como un control endogeno seguro
en la determinacion de los microRNA. Dos estudios diferen-
tes coincidieron en la determinacion de microRNA-16 como
microRNA normalizador. Diferentes estudios han empleado
otros controles endogenos como RNU6B, 55 rRNA, microRNA-
26a, microRNA-425, microRNA-454 o let-7a%"2.

A pesar de que en el presente estudio la determinacion
del microRNA-21 en suero ha demostrado un rendimiento
diagnostico bajo para la apendicitis aguda, existen posibles
connotaciones que podrian explicar los resultados obteni-
dos. Los microRNA pueden ser mediadores dependientes de
la inflamacion al haberse evidenciado la modificacion de las
concentraciones de los microRNA en enfermedades inflama-
torias y en estados sépticos®8. Resultados funcionales que
concuerdan con los obtenidos por Bihrer et al., en el sen-
tido de que la expresion de microRNA-21 esta claramente
relacionada con la actividad necroinflamatoria®.

Segun lo expuesto, la participacion del microRNA-
21 en los procesos inflamatorios —tal y como se ha descrito
en literatura médica—>2"3, asi como las modificaciones vas-
culares secundarias al sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, podrian apuntar a las limitaciones propias de
la presente investigacion, ya que la eleccion de la pato-
logia provocase per se un sesgo en la comparativa de las
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expresiones del microRNA-21. La eleccion de pacientes con
apendicitis aguda se basé en la facilidad para la obten-
cion de muestras, séricas y quirlrgicas, de una enfermedad
colica inflamatoria que resultaba inédita en la literatura
médica sobre este campo de investigacion. La repeticion
del estudio incluyendo un grupo de controles sanos, muy
probablemente otorgase al microRNA-21 una capacidad
discriminativa mayor con respecto a las enfermedades infla-
matorias intestinales.

Conclusiones

En el presente estudio, las determinaciones de microRNA-
21 en sangre no obtuvieron una utilidad diagndstica en la
apendicitis aguda. Estos resultados no pueden considerarse
necesariamente concluyentes (la ausencia de evidencia no
significa evidencia de la ausencia), ya que los resultados se
han obtenido sin llevar a cabo la comparacion con un grupo
control.

Es necesario continuar la busqueda de cuales son los
microRNA mas apropiados para que su determinacion en
suero conlleve una mayor precision en el establecimiento
del diagndstico y pronostico de las enfermedades inflamato-
rias intestinales, siendo imprescindible continuar avanzando
en el conocimiento no solo de las funciones que desempefan
los microRNA circulantes, sino también sobre su auténtica
procedencia. Igualmente, es necesario continuar con las
investigaciones preoperatorias en relacion con las varia-
ciones de expresion de los microRNA, para determinar la
utilidad pronostica de la determinacion sérica postoperato-
ria.
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