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ORINA DE PACIENTES CON COLANGIOCARCINOMA QUE IMITAN EL TEJIDO
TUMORAL Y LA EXPRESION CELULAR: NUEVO ENFOQUE DE BIOPSIA LIQUIDA
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Resumen

Introduccion: El colangiocarcinoma (CCA) incluye un conjunto heterogéneo de tumores biliares
con mal pronodstico. Su etiologia es practicamente desconocida, aunque la colangitis esclerosante
primaria (PSC) puede predisponer a su desarrollo. En torno al 80% de los pacientes con PSC
presentan enfermedad inflamatoria intestinal de forma concomitante, generalmente colitis ulcerosa
(UC). No existen biomarcadores sensibles y especificos para el diagndstico no invasivo del CCA. Las
vesiculas extracelulares (EVs) se han postulado como contenedores de biomarcadores y posibles
reguladores de la patogenia en algunas enfermedades. Por ello, nos planteamos determinar el
potencial valor de las EVs de suero y orina como transportadores de biomarcadores de RNA para el
diagndstico del CCA y su posible implicacién en su patogenia.

Métodos: Las EVs de suero y orina de pacientes con UC (n =8y 12), PSC(n=4y4)yCCA (n =10
y 18) e individuos sanos (n = 9 y 5) se aislaron mediante ultracentrifugacion diferencial. La
caracterizacion de las EVs se llevo a cabo a través de microscopia electronica de transmision (TEM),
nanoparticle tracking analysis (NTA) e Immunoblot. El perfil de RNA de las EVs fue determinado por
microarrays (Illumina). La capacidad diagndstica de los transcritos identificados (AUC, sensibilidad,
especificidad) fue calculada mediante curvas ROC. La expresion de los candidatos seleccionados fue
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evaluada en tejido humano de CCA y adyacente sano de dos cohortes independientes (TCGA 'y
Copenhague), asi como en cultivos de colangiocitos humanos normales (NHC) y tumorales (EGI-1 y
TFK-1) y en EVs liberadas de dichas lineas celulares.

Resultados: Las EVs aisladas de suero y de orina mostraron una morfologia redondeada, tamafio
similar (180 nm didmetro) y marcadores tipicos de EVs (CD63 y CD81). El analisis transcriptémico
de dichas EVs mostro un perfil diferencial de RNAs en los pacientes con CCA en comparacién con
individuos sanos o pacientes con otras enfermedades (PSC y UC), algunos de ellos con el maximo
valor diagnéstico (AUC = 1). En pacientes con CCA, un total de 268 transcritos en EVs de suero y 50
en orina presentaron una abundancia diferencial en comparacion con sanos y PSC/UC. Ademas, 179
y 28 de esos transcritos presentaron la misma expresion diferencial en tejido tumoral de CCA (TCGA
y Copenhague) comparado con tejido hepatico adyacente sano y con tejido normal de conductos
biliares. Asimismo, 49 y 27 de esos RNAs también estaban desregulados en lineas celulares de CCA
y en EVs secretadas por dichas lineas, respectivamente y podrian estar implicadas en la patogenia
de la enfermedad (crecimiento celular, ciclo celular, reparacion del DNA, metabolismo).

Conclusiones: las EVs de suero y orina de pacientes con CCA contienen perfiles transcriptémicos
especificos con alta capacidad diagnostica. Al menos parte de estos RNAs pueden ser liberados por
las células de CCA; lo que refleja el nuevo enfoque de las EVs de suero como posible estrategia de
biopsia liquida.
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