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Resumen

Introduccion: El cancer de colon es el tercer cancer mas comun en el mundo y la segunda causa de muerte
por cancer. Las vesiculas extracel ulares son secretadas por las células, normalesy cancerigenas, y contienen
diferentes moléculas en su interior, como acidos nucleicos, lipidosy proteinas. Estas vesiculas tienen
diversas funciones. participan en la comunicacion intercelular, proliferacion, invasion, migracion, transicion
epitelio-mesénquimay en laformacion del nicho premetastasico. El objetivo del presente trabajo fue extraer,
caracterizar y analizar |las vesiculas extracelulares en el aspirado del lumen intestinal de pacientes sometidos
a una colonoscopia exploratoria por sospecha de patologia colorrectal.

Métodos: Un total de 250 muestras de aspirado del lumen intestinal han sido recogidas y divididas segun
patologia: sin patologia, con pdlipos (seguin su nimero y tamario, divididos en bajo y alto riesgo de padecer
procesos neoproliferativos) y con procesos neoproliferativos. El aspirado del lumen intestinal fue recogido
durante la colonoscopia con suero salino aplicado directamente sobre la zona de lalesion paratener una
mayor concentracion de vesicul as extracel ulares secretadas por las células que forman dichalesiony, a
continuacién, amacenado a-80 °C. Posteriormente, se realiz6 la extraccion de vesiculas extracel ulares del
aspirado del lumen intestinal por € método de la ultracentrifugacion diferencial. Este método consiste en la
realizacion de centrifugaciones consecutivas a velocidades y tiempos crecientes, donde las primeras
centrifugaciones se realizan para eliminar restos celularesy la tltima permite precipitar las vesiculas
extracelulares para poder ser recogidas. Parala caracterizacion de las vesicul as extracel ulares, estas fueron
observadas en el microscopio de fuerza atmica sobre una superficie de micay desecadas con nitrégeno. Una
vez comprobada la presencia de vesicul as extracel ulares, se realizo la extraccidon de macromoléculas (ARN,
ADN y proteinas) con TRI Reagent®. Finamente, con lafraccion de ARN, se realizé un andlisis mediante
retrotranscripcion y a continuacion PCR atiempo real.

Resultados: Durante la caracterizacion de las vesicul as extracel ulares, se determind que estas tenian un
diametro de entre 70-100 ?m. Del andlisis de las vesiculas extracel ulares se obtuvo unamedia de 149,9 +
24,8 ng/?L de ARN; 22,2 + 4,9 ng/?L de ADN; 0,72 £ 0,10 ?g/?L de proteina. Finalmente, la presencia de
algunos ARNm fue determinada mediante PCR atiempo real con el ADNc obtenido del ARN extraido de las
vesiculas extracelulares.
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Conclusiones: El andlisis de las vesiculas extracel ulares obtenidas del aspirado del lumen intestinal podria
suponer un gran avance en el conocimiento del cancer de colon y en la busgueda de nuevos biomarcadores de
diagndstico y/o prognosis de esta enfermedad, asi como avanzar en € estudio de metodol ogias destinadas a
una medicina personalizada.
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