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INTRODUCCION

* El desarrollo de colangiocarcinoma (CCA) antes del trasplante
representa una complicacion de la CEP, con un importante
impacto negativo en |la esperanza de vida.

* Tienen un riesgo de por vida de 160 a 600 veces mayor de
desarrollar CCA en comparacion con la poblacion general.

* La deteccion del CCA en la CEP es un desafio, debido a
caracteristicas de presentacion inespecificas y hallazgos
superpuestos en la progresion de la enfermedad malignay
benigna en la CEP




* Las alteraciones aberrantes de metilacion del ADN son
valiosas como biomarcadores del cancer, incluidos los
marcadores de deteccion temprana.

* OBJETIVO: validar marcadores en pequenos volumenes de
bilis para la deteccidn temprana y precisa de CCA en
pacientes con CEP, usando PCR digital de gotas (ddPCR).




MATERIAL Y METODOS

Multicentrico

Retro-prospestivo 2008 -2019

344 muestras de bilis de 273 pacientes diagnosticados con CCA (con
o sin CEP subyacente), CEP con displasia biliar, CEP no maligna'y
otras enfermedades hepaticas benignas

Extraccion de ADN, utilizando alicuotas de 100-200ul de bilis
por muestra. Secuencias de cebador y sonda para los genes
diana; CDO1, CNRIP1, SEPT9 y VIM usando PCR digital de
gotas (ddPCR).
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CCA-CEP frente a controles de CEP

* Alta precision para la deteccion de CCA en pacientes con CEP
subyacente hasta 12 meses antes del diagndstico de CCA
establecido por modalidades de diagndstico estandar.

* Pacientes con CCA-CEP mostraron niveles de metilacion
significativamente mas altos que las muestras de pacientes con
CEP para los cuatro marcadores (Mann-Whitney U, P < 0,0001
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* Para ver si el tiempo transcurrido desde el muestreo de bilis hasta el
diagnostico de CCA podria afectar la sensibilidad de los marcadores de
metilacion del ADN, solo incluimos muestras de CCA de pacientes
diagnosticados con CCA-PSC <12 meses

 Como controles, incluimos todas las muestras de CEP (n = 205)
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CCA-PSC <12 vs PSC-control >36
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Incluir solo el control de CEP > 36 como controles aumento la especificidad
para el panel de biomarcadores al 93% .
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* las muestras de bilis de los pacientes CCA-PSC <12 (todas
positivas para el panel de metilacion) se recolectaron de
pacientes con cancer en estadio temprano y tardio en el
momento del diagndstico (0-11 y llI-1V), diferente crecimiento
tumoral patrones (formacién de masa, infiltracidon periductal y
crecimiento intraductal), tamafo del tumor (<3 cm, 3-5cmy>5
cm) y ubicacion anatdémica (CCA intrahepatica (iCCA), CCA
perihiliar (pCCA) y CCA extrahepatica (dCCA);

* el panel de metilacion alcanzo una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 90% para detectar CCA en pacientes con CEP
subyacente, hasta 12 meses antes de un diagndstico
confirmado de CCA, independientemente de las caracteristicas
clinicas y moleculares.




Comparacion del panel de metilacion con niveles de CA 19-9y
citologia con cepillo para indicar CCA en CEP
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Sensibilidad (100%) del panel de biomarcadores para el diagndstico de
CCA fue independiente del nivel de CA 19-9, y la especificidad se
mantuvo alta (> 90%) tanto en pacientes con un nivel de CA 19-9 por
encima como por debajo de 100 U / ml.




Nivel de metilacion del ADN y asociacion con la supervivencia.

La division de las muestras CCA-PSC <12 en niveles de metilacion
alto (nivel de metilacidn del ADN normalizado> 10) y 0 / bajo (nivel
de metilacion del ADN normalizado <10) mostré que los pacientes
con un nivel alto de metilacion tenian una tendencia a una
supervivencia general mas corta en comparacion con a pacientes
sin o con un nivel bajo de metilacién (CDO1, P = 0.059, CNRIP1, P =
0.016, SEPT9, P=0.078 y VIM P = 0.203)




CCA sin CEP subyacente frente a otra enfermedad hepatica no
maligha

* comparo las muestras de CCA derivadas de pacientes sin CEP
subyacente (n = 6) con muestras de pacientes con otras
enfermedades hepaticas de NM (n = 24).

* AUCde 0,78 (CDO1), 1,00 (CNRIP), 0,75 (SEPT9) y 0,90 (VIM).
Combinado, una sensibilidad del 100% y una especificidad del
100% para distinguir los dos grupos




DISCUSION

La precision diagnostica del CCA fue alta tanto en el cancer
esporadico como en el asociado a la CEP, lo que se subraya por
la alta especificidad y el hallazgo de marcadores de metilacion
positivos en todas las muestras de bilis obtenidas hasta 12
meses antes de un diagnodstico confirmado de CCA.

Un potencial para utilizar estos marcadores de metilacion del
ADN en la bilis para i) complementar los métodos de deteccidon
actuales para CCA, y ii) para la vigilancia de CCA en pacientes
con CEP.

mediante el uso de la metodologia ddPCR altamente sensible
en cantidades limitadas de bilis, se logro detectar alteraciones
en los niveles de metilacion que diferenciaron de manera solida
la CCA de los pacientes sin CCA, incluso en pacientes con CEP
subyacente.




* sensibilidad para la deteccion de CCA fue independiente de las
caracteristicas clinicas y moleculares, incluida la etapa del cancer
en el momento del diagndstico, el patron de crecimiento del
tumor, el tamano del tumor, la ubicacion anatomica vy los niveles
de CA 19-9.

* El estudio actual demuestra que los cambios de metilacion
pueden detectarse hasta 12 meses antes que los métodos de
deteccion de CCA estandar

* A pesar hallazgos prometedores, se justifica la validacion en
series de muestras multicéntricas mas grandes. Idealmente,
estos analisis deben realizarse a largo plazo, longitudinalmente
en una gran cohorte prospectiva.




